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Resumen y Abstract VIII 
 
Resumen   
El objetivo de esta investigación fue evaluar y seleccionar cepas de levadura nativas del 
área de Puerto López Meta con alta producción de etanol a partir de miel de caña de 
azúcar con el fin de ser utilizadas en el proceso industrial de alcohol carburante. Trece 
cepas nativas fueron caracterizadas respecto a tolerancia a etanol, temperatura y 
eficiencia de fermentación, y comparadas con la cepa comercial Ethanol Red Fermentis.  
Se seleccionaron las cepas de levaduras nativas 206-9 y 119-3 al no ver afectado su 
crecimiento a temperaturas superiores a los 35°C, concentraciones de etanol hasta del 
12 %v/v, ni su eficiencia de fermentación al emplear una concentración inicial de ART de 
220 g/L.  
 
Con el fin de establecer el efecto de la concentración de sustrato, temperatura y pH 
sobre la concentración de etanol de las cepas nativas seleccionadas se realizó un diseño 
experimental con el método de superficie de respuesta. Los parámetros evaluados 
fueron: concentración de sustrato (150 a 220 g / L), temperatura (30-40 ° C) y pH (3,8 a 
5). Los resultados permitieron establecer que la variable más influyente sobre la 
concentración de etanol fue la concentración de azúcares iniciales en el medio. Se 
encontró que, a las mejores condiciones en el intervalo evaluado, la concentración de 
etanol para la cepa 206-9 fue de 74,7 g/L a 40°C, pH de 5 y concentración inicial de ART 
de 206,7 g/L. Para la cepa 119-3 la mayor concentración de etanol fue de 80,5 g/L a 
condiciones experimentales de 40°C, pH de 5 y concentración inicial de ART de 220 g/L.   
 
Adicionalmente se evaluó la capacidad de producción de etanol en fermentaciones tipo 
batch, utilizando como sustrato miel y vinaza de caña y se exploró la reutilización de 
biomasa con cuatro ciclos de uso.  El incremento en la concentración de vinaza hasta 60 
%p/p en la fermentación alcohólica redujo  la eficiencia de fermentación a 9±0.03% para 
la cepa 119-3 mientras que para la cepa 206-9 fue de 2±0.01%. La pérdida de viabilidad 
celular de la cepa 119-3 fue 9 ±3% menor comparada con la cepa 206-9 al realizar 
cuatro ciclos de recirculación de biomasa. A pesar de lo anterior, la concentración de 
etanol no se vio afectada de forma significativa en cada uno de los ciclos de 
recirculación.  
Palabras claves: bioetanol, levadura nativa, miel de caña de azúcar, Saccharomyces 
cerevisiae. 
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In this study, a systematic analysis was performed to select wild yeast strains isolated 
from Puerto Lopez, Meta (Colombia) with high ethanol yield using sugarcane syrup as 
substrate for ethanol production. The ethanol and temperature tolerance, and ethanol 
yield of thirteen wild yeasts were investigated and compared with the commercial yeast 
strain Ethanol Red Fermentis. The wild yeast strains 206-9 and 119-3 were identified 
as Saccharomyces cerevisiae by the PCR-amplification of the delta regions. They were 
selected on the basis of their abilities to growth at temperatures of 35°C, their ethanol 
tolerance up to 12% v/v, and fermentation efficiency similar to the commercial strain at 
220 g/L Total Reducing Sugar (TRS). In order to study the influence of fermentation 
parameters on ethanol production by the two wild yeast strain selected an experimental 
design based on response surface methodology was conducted. The following 
parameters were evaluated: substrate concentration (150-220 g/L), temperature (30-40 
oC) and pH (3.8-5).  
 
Based on the results, sugar concentration had significant effect on ethanol concentration 
(p < 0,05). The other parameters as temperature and pH did not affect ethanol production 
for both wild yeast strains. The final selected conditions for wild yeast strains, 206-9 and 
119-3 were: 40oC; initial pH of 5 and 206.7 g/L TRS for a fermentation time of 24 h. 
Ethanol final concentration was 74.7 g/L and 80.5 g/L, respectively.  
 
A fraction of the water to the fermenter was replaced by vinasse obtained from ethanol 
distillation of fermented sugarcane syrup. Cell recycled was performed simultaneously. A 
concentration of vinasse up to 60% w/w decreased ethanol efficiency in a 9±0.03% for 
strain 119-3 and 2 ±0.01% for 206-9. Cellular viability of strain 119-3 was 9 ±3 % lower 
than 206-9 yeast strain after performing four recycles. Ethanol production was not 
significantly affected by the recycles of biomass (p > 0.05).  
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Los biocombustibles son una fuente renovable de energía que ha adquirido mayor 
relevancia debido al incremento en la demanda mundial de energía especialmente en el 
sector transporte. Teniendo en cuenta que el petróleo representa el 97% de la energía 
utilizada para el transporte y la industria, los gobiernos de todo el mundo han promovido 
activamente la identificación, desarrollo y comercialización de tecnologías para la 
producción de combustibles alternativos en los últimos 20 años, incluyendo la producción 
de bioetanol (Muruaga et al., 2016).   
 
Para atender la creciente demanda mundial de bioetanol,  las destilerías existentes se 
han visto enfrentadas a desafíos como aumentar la producción de alcohol sin perjudicar 
la producción de azúcar y la necesidad de precios consecuentes con los parámetros del 
mercado, generados por mejor tecnología y mayor productividad. Mejorar la fermentación 
alcohólica industrial con cepas de levaduras resistentes a bajos pH, tolerantes a altas 
concentraciones de alcohol, alta viabilidad durante el reciclo en la fermentación y mayor 
resistencia a la contaminación bacteriana ha llevado a los investigadores a explorar y 
profundizar en la diversidad natural de cepas de levaduras con una mayor capacidad de 
adaptación a la fermentación industrial (Sánchez, 2008).  
 
Los recientes avances en las tecnologías de secuenciación de nueva generación han 
permitido a los científicos caracterizar al detalle la variación genética de levaduras 
(Borneman et al., 2011). Algunos estudios se han centrado en conocer la genética de 
poblaciones de levaduras nativas y cepas industriales para explicar los fenómenos 
evolutivos que conducen a la adaptación a diferentes ambientes, diferencias fenotípicas y 
aislamiento reproductivo (da Silva Filho et al., 2005; Mukherjee et al., 2014).  En este 
sentido las investigaciones han mostrado que la diversidad genética de las cepas 
empleadas actualmente es relativamente limitada con linajes definidos, geográficamente 
aisladas y con diferentes mosaicos genéticos, representando una oportunidad para cruce 
y producción de nuevas combinaciones con variaciones preexistentes (Liti et al., 2009). 
La selección de cepas de levaduras nativas a partir del estudio del potencial fenotípico 
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seguido de una combinación de técnicas para mejorar aún más estas levaduras nativas 
da origen a variantes superiores de uso industrial, estrategia que ha enriquecido con 
éxito la biodiversidad disponible y extendido el número de cepas adecuadas en procesos 
de fermentación (Steensels et al., 2014). 
 
Cepas de levaduras nativas se han aislado a partir de nichos específicos de fermentación 
industrial. La adaptación y evolución continua a su entorno las ha provisto con 
características tales como tolerancia a estrés hiperosmotico, iónico, cambios de 
temperatura, ácidos orgánicos, alcoholes y limitación de nutrientes. Por ejemplo, varios 
trabajos de investigación han descrito el aislamiento, selección e incorporación de 
levaduras vínicas nativas como cultivos iniciadores en la producción de vino facilitando 
un distintivo de denominación de origen (Jiménez, 2007; Lopes et. al., 2007; Tristezza et 
al., 2012). El uso de cepas de levaduras nativas también ha revolucionado la industria de 
los biocombustibles, donde cepas de panadería usadas como cultivos iniciadores fueron 
reemplazadas por cepas nativas mejor adaptadas al ambiente de fermentación  (Basso et 
al., 2008). Basso y sus colaboradores presentaron los resultados de un barrido, selección 
y aislamiento de levaduras nativas en diferentes destilerías de Brasil. De las 
aproximadamente 350 diferentes cepas analizadas en este estudio, solo 14 mostraron un 
buen desempeño que superaron los 150 días de recirculación. De este estudio dos cepas 
de Saccharomyces cerevisiae aisladas fueron las responsables de un aumento del 70% 
en la producción total de bioetanol en Brasil (Della-Bianca et.al., 2013). A su vez, la 
identificación de Dekkera bruxxellensis como una levadura contaminante en un centro de 
producción de Belgica ha aumentado el interés en la aplicación de esta especie como 
cultivo iniciador para vinos, cervezas y alcohol carburante (Schifferdecker et. al., 2014). 
Con miras a incrementar la capacidad de producción de etanol de las plantas del valle del 
rio Cauca y disminuir la generación de vinaza en Colombia, se han adelantado 
búsquedas de levaduras de origen nativo con fines de estudio en un posterior proceso de 
ingeniería genética (Mora et al., 2009; Vásquez, Jorge Alberto; Daza, Zunny ; Socarras, 
Jorge ; Victoria, Jorge; Castillo, 2009). Así mismo con el fin de contribuir al conocimiento, 
valoración y conservación de los recursos genéticos en la región amazónica se han 
aislado y caracterizado molecularmente levaduras con capacidad fermentadora para la 





El sector azucarero colombiano utiliza la tecnología HIFERM-GR comercializada por la 
compañía PRAJ originaria de la india para la producción de etanol en forma continua que 
involucra cepas floculantes de Schizosaccharomyces pombe, tolerantes a características 
fisicoquímicas asociadas a la vinaza, estabilidad genética y alta producción de etanol, 
que permite alcanzar valores de eficiencia de fermentación superiores al 90%  (Daza 
Merchán, 2011). Para minimizar el impacto ambiental ocasionado por la producción de 
etanol se recircula la vinaza al proceso de fermentación hasta en un 70%, reduciendo así 
el consumo de agua en el proceso y minimizando la producción de efluentes (Vásquez et. 
al, 2009). Puesto que la flora microbiana presente en los suelos y cuerpos de agua 
utilizados por el sector azucarero colombiano está adaptada a las condiciones de trópico 
húmedo existentes, en ocasiones se presentan episodios de contaminación microbiana 
en los fermentadores específicamente por levaduras nativas, las cuales proliferan y 
superan en población a la levadura comercial  (Daza Merchán, 2011). Por ende,  la 
selección de la cepa de levadura mejor adaptada al proceso de fermentación de 
sustratos de caña de azúcar y resistente a la contaminación bacteriana de la zona es 
crítica dependiendo de la tecnología de producción de etanol.   
 
En Colombia, la producción de biocombustibles se efectúa con el fin de sustituir 
parcialmente los combustibles fósiles. El programa inició en 2005 con la mezcla E5 (5:95 
bioetanol y gasolina) y en la actualidad es de E8 (Valencia & Cardona, 2014). Cuatro son 
las plantas de etanol que funcionan hoy en día en los departamentos del Valle, Risaralda, 
Caldas y Cauca. La cuota de producción aportada por el sector azucarero, para el año 
2014 estuvo en 380 millones de litros de etanol y con la apertura de la destilería de 
Riopaila Castilla y la planta de la estatal petrolera Ecopetrol entre 2015 y 2016 la 
capacidad instalada de producción aumentará en un 50% con el fin de atender el 
mercado nacional, incrementar la mezcla en este mercado y apuntar a mercados 
internacionales. La nueva planta de Ecopetrol, la mayor del país que está siendo 
construida por su subsidiaria Bioenergy, está ubicada en el departamento del Meta (fuera 
de la región tradicional de producción de caña de azúcar) donde el rendimiento del cultivo 
de caña es más bajo no obstante el terreno es más económico y permite cosecha 
mecanizada. 
 
Este estudio es una contribución al desarrollo del proyecto: “Aislamiento, caracterización 
y evaluación de levaduras nativas del municipio de Puerto López (Meta) para la 
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producción de etanol”. Convocatoria 490/09 Proyectos Colciencias-Ecopetrol 2009 
Innovación- Modalidad Cofinanciación. El proyecto tiene como objetivo encontrar cepas 
de levaduras nativas del área de Puerto López (Meta), que puedan fermentar de forma 
eficiente azúcares provenientes de los jugos de caña para así poder ser utilizadas en el 
proceso industrial de producción de bioetanol. Para ello, se desarrolla una metodología 
para aislar levaduras nativas, utilizando tanto sustratos sintéticos como los obtenidos a 
partir de jugos de caña, bajo diferentes condiciones de cultivo para su aislamiento. Las 
cepas nativas seleccionadas de acuerdo a su respuesta a las diferentes variables del 
proceso de producción de bioetanol se identifican mediante métodos moleculares para 
asegurar el uso de cepas diferentes en los ensayos de fermentación. Luego se evalúa su 
capacidad de fermentar azúcares hasta etanol, a nivel de laboratorio y de planta piloto. 
Finalmente, las cepas con mejores resultados a nivel de planta piloto, se identifican por 
secuenciación molecular. (Velásquez, 2009). 
 
Como una alternativa para incrementar el rendimiento final del proceso fermentativo se 
plantea el uso de cultivos nativos de levaduras adaptadas a características climáticas y 
sustratos de la zona de Puerto López, Meta. Por lo anterior, el presente trabajo 
selecciona y evalúa cepas de levaduras nativas del área de Puerto López Meta, con las 
características requeridas para la producción de etanol a partir de miel de caña de 
azúcar. Inicialmente se realizó una preselección de acuerdo a su eficiencia fermentativa, 
tolerancia a etanol y temperatura (Sección 4.1). Luego se evaluó las mejores condiciones 
de fermentación para las levaduras nativas seleccionadas (Sección 4.2.), y se estudió la 
influencia de vinaza y reciclo de biomasa sobre la fermentación (Sección 4.3).  
 
1. Marco Teórico 
1.1.  Producción de etanol vía fermentativa  
 
La fermentación a etanol, es un proceso de carácter bioquímico basado en la conversión 
de glucosa hasta etanol por vía glicolítica. Tradicionalmente es producido principalmente 
a partir de caña de azúcar, remolacha y maíz. Los jarabes azucarados ricos en sacarosa 
glucosa y fructosa provenientes de caña de azúcar son una materia prima disponible 
para procesos de producción a costos relativamente bajos.  En países tropicales como 
Brasil, India y Colombia el etanol  se obtiene a partir de jugo de caña y melazas de caña 
de azúcar.   
 
La producción de etanol emplea principalmente organismos tolerantes a altas 
concentraciones de etanol en el medio fermentativo y de fácil manejo en grandes 
cultivos. Los más comunes son Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Pichia stitipis 
y Zymommonas mobilis. El microorganismo más empleado para la fabricación de etanol 
es la levadura de la especie S. cerevisiae por su capacidad de hidrolizar la sacarosa de 
la caña de azúcar a glucosa y fructosa. 
 
Durante la producción de etanol las células de levadura son expuestas simultáneamente 
y secuencialmente a una serie de condiciones de estrés, tales como, altas 
concentraciones de etanol, altas temperaturas, estrés osmótico debido a las 
concentraciones de azucares y sales, pH bajo e interrupciones en la producción por 
contaminación bacteriana. Algunos de estos factores actúan sinergísticamente y se 
presentan particularmente debido al reciclo de células en el proceso (Zhao & Bai, 2009a). 
Las condiciones adversas a las que se enfrenta este organismo afectan principalmente 
las estructuras celulares (e.g. las membranas) y a las diferentes macromoléculas, 
especialmente lípidos, proteínas y ácidos nucleicos, las cuales sufren modificaciones 
estructurales que dañan su función (Folch-mallol et al., 2004). Para hacer frente a estas 
situaciones desfavorables, la levadura responde rápidamente sintetizando moléculas que 
le permiten atenuar o reparar el daño causado por el estrés con impactos negativos 
sobre los rendimientos de etanol (Folch-mallol et al., 2004). 
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En la Figura 1-1 se presenta un esquema general de las principales condiciones que 
afectan la viabilidad y productividad de una célula de levadura (Mariscal, 2011). 
 
Figura 1-1. Principales factores de influencia sobre levaduras silvestres. 
 
Tecnologías  de fermentación disponibles comercialmente 
   
La mayor parte del etanol se produce mediante fermentación por lotes donde la mezcla 
de azúcar-agua-levadura se coloca en una gran cuba y se deja reaccionar hasta que la 
concentración de alcohol deseada es alcanzada. Las cubas se mantienen a una 
temperatura constante alrededor de 32°C usando serpentines de enfriamiento, y por lo 
general se agita para promover la mezcla. Las células de levadura se separan del vino 
antes de la destilación y se reciclan. La productividad  típica de la fermentación por lote 
es 1.8 a 2.5 g etanol por litro de vino por hora (1.8 a 2.5 g/l/h). La concentración final de 
levadura es de 10 g/L.  En la mayoría de las destilerías, el tiempo de fermentación es 24 
h, aumentándose 6 h para la sedimentación de las levaduras en los tanques. 
 
El proceso típico de producción de alcohol por lote alimentado denominado proceso 
Melle-Boinot comprende la esterilización de la materia prima seguida del ajuste del pH 
con H2SO4 y de los grados Brix a valores de 14-22. El mosto obtenido se somete a 
fermentación. El vino resultante se decanta y centrifuga para recuperar el etanol, 
mientras la levadura se recircula a los fermentadores. La fermentación por lote 
alimentado implica bajos niveles de concentración de sustrato en el transcurso de la 
fermentación, mientras el alcohol se va acumulando en el medio. Se logran 
productividades de 10 g/l/h. La levadura se recicla desde el lote anterior, esto aumenta la 
velocidad de reacción que a su vez reduce el tiempo de fermentación a 8 horas 
(concentración inicial de levadura de 8 g/L y concentración final de levadura de 10 g/L).  
Una de las ventajas de este sistema es que la alimentación progresiva puede elevar la 
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concentración de azúcares y las vinazas pueden ser más concentradas que en una 
destilería convencional reduciendo la demanda de energía para la evaporación de 
vinazas antes de su disposición. Este proceso está ampliamente establecido en las 
destilerías de Brasil (Patrascu et al., 2009).   
 
Existe un gran número de disposiciones que permiten fermentaciones continuas entre 
ellas están, un fermentador y reciclo de levadura y una serie de dos o más 
fermentadores: en el primer fermentador la concentración de etanol es baja, hay poca 
inhibición de la levadura y la conversión del sustrato es rápida. En los subsecuentes 
fermentadores la concentración de etanol es alta, sin embargo hay menos azúcar 
remanente en el fermentador.  En un proceso continuo la fermentación con una levadura 
floculante simplifica la etapa de separación de levadura mediante la sustitución del 
separador centrífugo con un simple tanque de sedimentación, reduciendo costos tanto 
iniciales como operativos. Este tipo de levadura permite concentraciones más altos en los 
fermentadores y aumenta la productividad entre 30 a 40 g / l / h. Ciertamente,  este tipo 
de proceso es empleado en un 90% de las plantas productoras de bioetanol en 
Colombia.  
 
Tabla 1-1. Indicadores de los procesos comúnmente empleados para la producción de 
etanol a partir de melazas de caña de azúcar utilizando S. cerevisiae. 
Configuración Etanol,  g/L Eficiencia %  Referencia 
Lote Reutilización de levaduras 
de lotes previos; 
separación de la levadura 
por centrifugación 




Tanque agitado con 
velocidad variable de 
alimentación; levaduras en 
suspensión; con reciclo de 
células. 




Levaduras floculantes; sin 
reciclo de células; 
corriente de recirculación 
de la torre de destilación 
al fermentador. 
88-100 90-92 (Vásquez et al., 
2009) 
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1.2. Factores que afectan el desempeño de las levaduras 
en la fermentación alcohólica  
 
En una fermentación alcohólica es muy importante mantener la viabilidad y vitalidad de la 
población de levaduras en valores altos. Existen varios factores de estrés ambiental que 
afectan la fisiología y desempeño de las levaduras disminuyendo su crecimiento y 
rendimiento fermentativo.  Los factores de estrés de relevancia para las fermentaciones 
industriales pueden ser químicos, físicos o biológicos. Los principales se detallan a 
continuación: 
1.2.1 Factores físicos 
Los factores físicos más importantes en una fermentación alcohólica son: temperatura y 
el estrés osmótico. El estrés debido a la temperatura ha sido el factor abiótico más 
estudiado, donde tanto el calor y el frío inducen la síntesis y almacenamiento de 
compuestos que aumentan la resistencia al estrés. Dificultades considerables están 
asociados con la fermentación en áreas tropicales debido a la falta de tolerancia al calor 
en cepas de levadura industriales convencionales. Estas dificultades incluyen 
temperatura ambiente alta, especialmente en verano, junto con el efecto de compuestos 
que conducen a la inhibición de la capacidad de fermentación de la levadura como ácido 
acético o ácido succínico. De acuerdo a Basso y colaboradores, para cada levadura 
existe una temperatura óptima de fermentación, en el cual es muy activa (Basso et al., 
2010).  En el caso de levaduras como S. cerevisiae, la tasa de producción de etanol 
incrementa constantemente hasta 30°C y suavemente hasta 36°C, pero decrece a 
temperaturas por encima de 37°C. Aquellas  que crecen a una temperatura superior a 
40°C se consideran termotolerantes.  
 
El incremento de la temperatura aumenta la cinética de crecimiento sin embargo la 
productividad disminuye drásticamente debido a una mayor inhibición de etanol. Fadel y 
colaboradores, reportaron una producción de etanol máxima de 9,8 %v/v a partir de una 
levadura  nativa de S. cerevisiae en donde el proceso de fermentación fue llevado a cabo 
en época de verano en una destilería en Egipto sin uso de sistema de enfriamiento 
(Fadel et. al, 2013). Singh y colaboradores también reportaron contenidos de etanol entre 
6-7.2%v/v a partir de la cepa Kluyveromyces marxianus IMB3 durante un periodo de 
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fermentación de 24 h a 40°C en una destilería en India a partir de melaza de caña de 
azúcar (Singh, Banat, Nigam, & Marchant, 1998).  
 
Altas concentraciones de solutos, principalmente azúcares, ocasionan elevada presión 
osmótica. El efecto que produce es la pérdida de la turgencia celular por disminución del 
agua contenida en el citoplasma y la consecuente disminución de la actividad enzimática 
y desestabilización de algunas proteínas, entre otras consecuencias. Entre los cambios 
fisiológicos más evidentes que ocurren durante una situación de estrés hiperosmótico en 
la levadura S. cerevisiae es la síntesis y acumulación de glicerol. Sin embargo para su 
producción se desvían azúcares, generando caída en los rendimientos. Debido a que el 
glicerol también se forma en respuesta a factores de estrés se puede considerar que las 
fermentaciones con reciclo de levadura (caso brasilero) imponen condiciones de estrés 
que reducen la viabilidad celular así como niveles intracelulares de trehalosa y 
glucógeno. Algunos factores de selección de cepas de levaduras pueden ser: baja 
formación de glicerol, mantenimientos de alta viabilidad durante recirculación de biomasa 
y alta concentración de trehalosa y glucógeno a niveles intracelulares al simular 
fermentaciones industriales con alto rendimiento de etanol (Della-Bianca et al., 2013). 
 
1.2.2. Factores químicos 
Entre los factores químicos más relevantes se encuentra el etanol y los metabolitos 
secundarios.  El etanol es un inhibidor de crecimiento de la levadura a concentraciones 
relativamente bajas, afecta la división celular, disminuye el volumen celular y la tasa de 
crecimiento específico. En el caso de S. cerevisiae, 8 %v/v es la concentración máxima 
que permite el crecimiento de la levadura mientras que a concentraciones de etanol 
superiores a 15 %v/v aumenta la fluidez de  membrana disminuyendo consecuentemente 
la estructura y la función de esta reduciendo así la vitalidad celular y aumentando la 
muerte celular.  
Un factor limitante durante la fermentación alcohólica es la poca tolerancia a altas 
concentraciones de etanol por parte de algunas cepas de levadura. Cuando las levaduras 
son expuestas a estas condiciones, tienden a acumular el etanol de forma intracelular 
como mecanismo de defensa, causando un efecto tóxico que disminuye el rendimiento 
de la fermentación. Este efecto se incrementa en presencia de altas temperaturas y 
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presiones osmóticas elevadas. Jiménez y Benítez (1986) y Du Preez et al. (1987) 
estudiaron la respuesta de diferentes cepas de levadura a concentraciones de etanol 
elevadas, encontrando que la tolerancia era particular a cada cepa y no se podía 
expresar de forma general. Sin embargo, lo que sí se puede regular, y lo demuestran los 
autores mencionados anteriormente, es la concentración de sustrato, de forma que se 
logre mantener un rendimiento de fermentación adecuado sin causar una acumulación 
excesiva de etanol en el medio que termine por generar condiciones tóxicas para la 
levadura.  
Algunos metabolitos producidos por las levaduras y otros microorganismos durante la 
fermentación alcohólica son tóxicos. El acetaldehído y ácidos orgánicos, pueden afectar 
la fermentación alcohólica. Los ácidos orgánicos de mayor importancia son el láctico y el 
acético. El primero es producido por bacterias contaminantes de los géneros 
Lactobacillus y Leuconostoc los cuales inhiben la levadura alcoholera hasta en un 80% 
debido a la producción de ácidos orgánicos tóxicos para la levadura (Daza Merchán, 
2011). El segundo también es producido tanto por bacterias como por la propia levadura. 
El ácido láctico es inhibitorio cuando está presente en concentraciones que superan 0,8 
% p/v y el ácido acético por encima de 0,1 % p/v.  
 
1.3. Aspectos teóricos de la recirculación de vinazas y 
biomasa 
 
La vinaza es el principal residuo industrial que se genera durante la destilación del 
alcohol. En términos del volumen producido, se estima que por cada litro de alcohol 
obtenido a partir de mosto de melaza, se generan entre 7 a 14 litros de vinaza.  Este 
residuo, altamente corrosivo y contaminante de las fuentes de agua, presenta en su 
composición química altos contenidos de materia orgánica, expresados en términos de 
D.Q.O y D.B.O y alto contenido de minerales como potasio, calcio y cantidades 
moderadas de nitrógeno y fósforo. 
 
Nuevos procesos y mejoras técnicas como las tecnologías Biostil, Hiferm-GR y VHG 
(Very High Gravity) se han implementado para reducir el volumen de la vinaza y 
aumentar la osmotolerancia al sustrato. Una de las ventajas de estas nuevas alternativas 
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es la disminución de la relación agua a sustrato que depende de la resistencia del 
microorganismo a la concentración de sustrato, producto y al método de fermentación 
empleado. Otra de las ventajas es el aumento en la producción de alcohol y una 
reducción en el consumo de energía en la destilación debido a la mayor concentración de 
alcohol en el vino. 
 
El proceso de fermentación continua Biostil 2000 licenciado por Chematur Engineering 
recircula parte de la vinaza al proceso y es usada en la etapa de dilución de la miel 
sustituyendo parcialmente el agua, permitiendo así la generación de vinaza concentrada 
que puede usarse como base para fertilizantes líquidos. Este proceso contempla la 
recirculación no solo de vinaza entre un 45 a 60% sino también la recirculación total de 
biomasa. Este concepto es incorporado en la tecnología HIFERM-GR comercializado en 
la India a través de la empresa PRAJ con alta eficiencia y alta productividad, aumentando 
su atractivo en la reducción del volumen de vinaza aunque sin recirculación de biomasa. 
Para ello, se usa una levadura específica que soporta una alta presión osmótica. La 
fermentación es continua y la levadura se recupera en una etapa de sedimentación. 
Aunque es una levadura especial, el entorno de fermentación es tan hostil para su 
metabolismo que después de aproximadamente una semana de funcionamiento la 
levadura debe ser renovada. De esta manera, se tiene una levadura en operación y otra 
en propagación. Cuando el nivel de fermentación comienza a declinar, la levadura se 
cambia y así sucesivamente. La levadura que permite un reciclo de vinaza de hasta un 
60% o más dependiendo del tipo de materia prima, con alta concentración de alcohol de 
hasta 15% y que por su característica floculante es retirada por gravedad es una 
Schizosaccaromyces pombe. El proceso de fermentación continua que incluye esta cepa 
se conoce con el nombre de HIFERM-GR.  
 
La selección y uso de cepas osmotolerantes bajo concentraciones iniciales de ART 
mayores a 200 g/L se conoce como fermentación Very High Gravity (VHG), que ofrece 
grandes ahorros de agua de proceso y requerimientos energéticos a través de la 
fermentación de concentraciones más altas de azúcares y que por ende, aumenta la 
concentración final de etanol en el medio. Esta tecnología VHG ha sido implementada 
para procesos de elaboración de cerveza y producción de bioetanol. Graham y 
colaboradores encontraron que para atenuar el efecto en medios de alta gravedad se 
requiere incrementar los niveles de amino nitrógeno libre FAN (mínimo 130 mg FAN/L) 
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para satisfacer el crecimiento celular y el desempeño en la fermentación. Los niveles 
óptimos de FAN difieren de fermentación a fermentación, entre cepas y concentración de 
azúcares en el mosto. (Betite, Júnior, de Oliveira, & Ernandes, 2012; Stewart, Hill, & 
Russell, 2013). 
 
Las sustancias recicladas en la vinaza están clasificadas en tres categorías: 
 
- Las que no han sido utilizadas por la levadura 
- Las que han sido transformadas en productos diferentes al etanol y que por ser 
no volátiles persisten en la vinaza 
- Los que entran en la conformación de la levadura. 
 
Los primeros constituidos por iones y azúcares no fermentables afectan la pureza del 
mosto y disminuyen el crecimiento celular a medida que su concentración aumenta. Es 
cuantificado a través del contenido de cenizas inorgánicas totales y es un parámetro a 
tener en cuenta en un proceso de recirculación de vinaza. 
 
En la fermentación de azúcares a etanol las levaduras producen pequeñas cantidades de 
subproductos que incluyen el glicerol, 2-3 butanodiol, ácido acético y otros ácidos. La 
presencia de estos compuestos en la vinaza tiene como origen, la materia prima en sí, su 
producción durante la fermentación ya sea por la levadura o por otros agentes 
microbianos contaminantes, o la degradación térmica de algunos constituyentes durante 
el proceso de destilación. La concentración de estos componentes en el medio puede 
incrementarse cuando se realiza una recirculación de vinazas. Varios de los efectos de 
estos subproductos en la fermentación se han estudiado, siendo el ácido acético el más 
significativo.  Su inhibición sobre la levadura ocurre a solo 0.05% p/v ya que interfiere con 
el transporte de fosfato. El contenido de ácido acético, butírico, valerico, propionico son 
cuantificados a través de la determinación de acidez volátil y es un parámetro que se 
tiene en cuenta en procesos de recirculación de vinaza. 
 
La recirculación de vinazas produce un incremento en la concentración iónica del medio 
generando una situación de estrés hiperosmótico en la levadura que conlleva a cambios 
fisiológicos evidentes como la síntesis y acumulación de glicerol, el cual funciona como 
principal responsable del mecanismo de osmorregulación. El glicerol, en las levaduras, 
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se produce por la reducción de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) a glicerol-3-fosfato (G3P) 
una reacción catalizada en el citosol por NAD+ que depende de la glicerol-3- fosfato 
deshidrogenasa. Basso y colaboradores encontraron diferencias en concentración de 
glicerina de 5.4 %p/p y 3.38 %p/p entre una S. cerevisiae de panadería utilizada como 
cultivo iniciador en la fermentación a escala industrial y una levadura nativa aislada de 
una destilería en Brasil. Relacionaron la formación de glicerol con el rendimiento de 
alcohol y encontraron una relación inversamente proporcional, señalando que una cepa 
con una producción baja de glicerol tendría un enorme impacto en el rendimiento 
industrial de alcohol (Basso et al., 2008). 
 
La tercera categoría hace referencia a la levadura termolisada que contiene la vinaza 












2.1. Objetivo General 
Seleccionar y evaluar cepas de levadura nativas del área de Puerto López, Meta 
(Colombia) con las características requeridas para la producción de etanol a partir de 
jugos de caña de azúcar. 
 
2.2. Objetivos Específicos 
Evaluar y hacer una primera selección de levaduras nativas aisladas previamente y 
caracterizadas morfológicamente, de acuerdo a su eficiencia fermentativa, tolerancia a 
etanol y temperatura. 
 
Evaluar la eficiencia fermentativa de las levaduras nativas seleccionadas bajo distintas 
condiciones de temperatura, pH del medio y tiempo de fermentación. 
 
Comparar la capacidad de producción de etanol a nivel de laboratorio de las cepas de 












3. Materiales y Métodos 
3.1. Microorganismos 
Se emplearon 13 cepas de levaduras nativas de S. cerevisiae, aisladas de la finca La 
Esperanza ubicada en el municipio de Puerto López (Meta, Colombia) y como cepa 
comercial de referencia Ethanol Red Dry Yeast (LeSaffre Corporations, Fermentis 
business unit, Lote 778/2). La procedencia de cada una de las cepas nativas se 
encuentra en la Tabla 3-1. Los microorganismos fueron aislados en dos épocas del año, 
la primera corresponde a la época de verano con una temperatura promedio entre 27°C a 
34°C y cuya nomenclatura inicia en 1 y la segunda corresponde a la época de invierno 
que inicia en 2 con una temperatura promedio de 24°C (Puerto López, Meta sitio oficial, 
2011). Para la realización de la investigación se contó con el permiso concedido 
mediante el contrato de acceso a recursos genéticos y sus productos derivados para la 
investigación científica sin interés comercial No 114 Suscrito entre el Ministerio de 
Ambiente y Desarrollo Sostenible y la Universidad Nacional de Colombia (2015).      
La discriminación de las levaduras nativas identificadas como Saccharomyces cerevisiae 
con potencial para la producción de etanol por debajo del nivel de especie se realizó 
mediante amplificación de regiones interdelta garantizando que las levaduras evaluadas 
de la Tabla 3-1. fueran diferentes entre sí (Cifuentes & De Brito, 2011).  
La cepa Ethanol Red Dry Yeast fue desarrollada para la industria de bioetanol. Se 
caracteriza por su alta tolerancia a etanol, viabilidad celular alta especialmente a 
condiciones VHG. Temperatura de fermentación 30-40°C. Para observar la ficha técnica 
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Tabla 3-1. Microorganismos utilizados en el desarrollo experimental 
Microorganismo Cepa Procedencia 
Saccharomyces cerevisiae 
nativa 
119-1 Guarapo 1  zona de Puerto López 
119-3 
202-3 Miel almacenada seis meses a 
temperatura ambiente  
206-9 Jugo de caña molino 1  inicio del proceso 
209-2 Jugo de caña escurrido de molino 1 - 
inicio de proceso  
120-8 Guarapo 2  
110-6 Jugo de caña encalado -La Esperanza 
112-4 Bagazo de caña molino 2-La Esperanza 
214-2 Jugo molino 1 - mitad de proceso 
escorrentías derramado- La Esperanza 
204-2 Bagazo de caña fresco 
210-2 Mezclador  jugos de caña molino 1 y 2 - 
mitad del proceso  
109-11 Jugo de caña de azúcar derramado en el 
suelo molino 2 
109-5 
Saccharomyces cerevisiae 
modificada genéticamente  
Ethanol Red 
A LeSaffre Corporations, Fermentis 
business unit, Lote 778/2 
. 
 
Las cepas fueron conservadas en un banco de células primarias mantenidas en 30 %v/v 
de glicerol a -70°C.  Cada cepa se reactivó por siembra masiva en Agar Mosto 
(WortAgar) a 28°C durante 48 horas. Al evidenciar crecimiento en las cajas se 
conservaron a 4°C. Antes de preparar el inoculo estas se reactivaban para su uso en 
caldo extracto de levadura y malta (YM), de acuerdo con el procedimiento descrito en el 
Anexo A.  
3.2. Materia prima 
3.2.1. Mieles molino La Esperanza 
La miel de caña utilizada como medio de crecimiento y fermentación fue suministrada por 
la empresa Bioenergy S.A (Puerto López, Meta, Colombia). 
Caracterización. Los parámetros fisicoquímicos evaluados en la miel fueron gravedad 
específica, contenido de cenizas, pH, azúcares reductores totales, acidez volátil y 
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contenido de amino-nitrógeno libre siguiendo el procedimiento descrito en la norma 
estándar IS 1162-1958- Specification for cane molasses (BUREAU OF INDIAN 
STANDARDS.1958). (Anexo B).  
Dilución. Se utilizó agua destilada según la cantidad de ART necesarios para el nivel de 
experimentación en la fermentación. Para mayor información sobre la dilución diríjase a 
la Tabla A.3- 1: Preparación de las muestras de miel diluida.  
Tratamiento térmico.  Con el fin disminuir la población microbiana presente en la miel 
diluida a emplearse en los ensayos de tolerancia a etanol y fermentación, que puedan 
actuar en la fermentación como contaminante, se realizó un calentamiento a 82°C 
durante 3 horas en un baño termostático.  
Para verificar la efectividad del tratamiento térmico se evaluó la carga de contaminantes 
bacterianos y hongos antes y después del mismo. El resultado fue una población menor 
de 103 UFC/mL. 
3.2.2. Vinaza 
La vinaza empleada fue el subproducto de la destilación simple realizada luego de las 
fermentaciones a nivel laboratorio que utilizaron mieles de caña como sustrato. Su 
caracterización se muestra en la Tabla 3-2, el alcohol etílico se determinó por 
cromatografía y los demás parámetros se analizaron de acuerdo a los métodos 
empleados para la miel de caña.  
Caracterización. La vinaza se caracterizó determinando solidos totales, gravedad 
específica, contenido de cenizas, pH, azúcares reductores procedimiento descrito en las 
normas estándar (BUREAU OF INDIAN STANDARDS.1958). Los resultados se observan 
en la Tabla 3-2. 
Tabla 3-2. Caracterización de vinaza 
Componente Valor 
Solidos totales 25 ± 0,03 %p/p 
Gravedad específica 1,02 ± 0,01 
Contenido de cenizas 6 ± 0,02  %p/p 
pH 3,5 ± 0,01 
Azúcares reductores (AR)  Menor 5 ± 0,2 %p/p 
Contenido de Etanol  0,01 %v/v 
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3.3. Determinación de azúcares reductores totales 
Para determinar la concentración de azúcares reductores totales en la miel diluida se 
empleó la técnica colorimétrica del ácido 3,5 dinitrosalicílico (DNS) previa hidrolisis ácida 
de la miel y utilizando como patrón sacarosa hidrolizada (Fajardo y Sarmiento, 2007). La 
técnica se describe en detalle en Anexo A.2. Esta misma técnica se empleó para 
cuantificar los azúcares residuales luego de la fermentación. Las muestras fueron 
previamente centrifugadas a 8500 rpm a 8°C  de temperatura durante 5 minutos.  
3.4. Determinación de etanol y ácido acético 
La concentración de etanol y ácido acético en los ensayos de fermentación se 
determinaron por cromatografía liquida de alta eficiencia (HPLC). Se empleó una 
columna Bio-Rad Aminex HPX-87H con unas dimensiones de 300 x 7.8 mm 
especialmente útil para la separación de monosacáridos, ácidos orgánicos y alcoholes 
simultáneamente. El equipo utilizado fue un cromatógrafo Hitachi LaChrom Elite, con un 
detector de índice de refracción a una temperatura de 40°C. Como fase móvil se usó una 
solución de ácido sulfúrico 0.005 N con un flujo de 0.6 mL/min. El volumen de inyección 
fue de 20 μL. La temperatura de horno fue de 65°C. Las curvas de calibración de etanol y 
ácido acético se pueden observar en el Anexo A.4  de acuerdo a las indicaciones del 
National Renewable Energy Laboratory –NREL (NREL,2008).  
3.5. Determinación de rendimiento y eficiencia de 
fermentación 
Para cada ensayo de fermentación se calculó el rendimiento de etanol, rendimiento de 
biomasa y la eficiencia siguiendo las ecuaciones 3.1; 3.2 y 3.3.  
𝑌𝑃𝑆 =  
𝑃𝑓−𝑃0
𝑆0−𝑆𝑓
         (3.1) 
𝑌𝑋𝑆 =  
𝑋𝑓−𝑋0
𝑆0−𝑆𝑓




    (3.3) 
 
Donde: 
Yp/s = Rendimiento de producto con respecto al sustrato consumido (g/g)  
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 %E = Eficiencia de la producción de etanol con respecto al valor teórico. 
 S y P = Concentración de sustrato (azúcares totales) y de producto (g/L) 
respectivamente. Los subíndices f y o corresponden a tiempo final e inicial. 
 
3.6. Diseño de experimentos 
3.6.1. Evaluación preliminar de la capacidad de producción de 
etanol, tolerancia a etanol y temperatura 
Con el fin de determinar la influencia de diferentes factores de fermentación y su efecto 
sobre el rendimiento de etanol y crecimiento celular de trece cepas nativas de S. 
cerevisiae, se utilizaron tres pruebas de evaluación: 1) Incremento de la presión osmótica 
del sustrato frente a la producción de etanol, en el cual se evaluó la concentración final 
de etanol a partir de una concentración de azúcares iniciales de 15°Brix. 2) tolerancia a 
diferentes concentraciones de etanol en el cual se evaluó el crecimiento celular y 3) 
tolerancia a diferentes temperaturas de fermentación en el cual se evaluó el crecimiento 
celular. Un análisis de varianza simple de cada conjunto de experimentos permitió 
determinar la influencia de cada uno de los factores y seleccionar un conjunto de cepas 
con un desempeño superior a la levadura comercial.  
Antes de preparar el inóculo de los ensayos de tolerancia, las cepas de S. cerevisiae 
conservadas en caja Petri a 4°C fueron reactivadas en medio líquido extracto de levadura 
y malta (YM) a 30 ± 2°C por 12 horas con agitación orbital de 150 rpm y pH de 4,5 
ajustado con una solución de ácido sulfúrico diluida al 10 %v/v.  
 Evaluación preliminar de la capacidad de producción de etanol de cepas 
nativas 
Se realizó la evaluación de la capacidad de producción de etanol mediante fermentación 
por lotes empleando como sustrato miel de caña, los ensayos fueron por triplicado. A 
continuación se describe la metodología empleada. 
A partir de un cultivo de 12 horas de cada una de las levaduras en medio YM, se realizó 
una suspensión en 4,5 ml de agua peptonada al 1% hasta obtener una densidad óptica 
de 0,35 unidades de absorbancia (UA) medida en un espectrofotómetro (Bausch & Lomb  
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Spectronic 20®) a 560 nm. Esta suspensión se inoculo en 40 ml de medio de 
propagación, se incubó durante 18 horas y luego se transfirió a 105 ml de medio de 
fermentación y se incubó bajo las condiciones establecidas en la Tabla 3-3. Las 
características del sustrato y las condiciones de activación, propagación y fermentación 
se citan en la Tabla 3-3.   
 
Tabla 3-3. Condiciones de activación, propagación y fermentación 
 Activación Propagación Fermentación 
ART (g/L)  100 g/L 220 g/L 
pH 4.5 5.3 5.3 
Agitación (rpm) 150 150 60 
Tiempo (h) 12 18 24 
Medio de cultivo YM Miel diluida a 10°Brix Miel diluida a 21°Brix 
Temperatura 30 ± 2°C 30 ± 2°C 30 ± 2°C 
Concentración celular 
inicial en el medio 
  3x107 células/ml 
Al cabo de las 24 horas, se realizó el análisis de concentración de etanol. 
El volumen de fermentación usado para evaluar el contenido de alcohol a partir de miel 
de caña fue de 150 mL. La fermentación se realizó en recipientes tipo BOECO® de 250 
ml acoplado a un sistema air-locks. El sistema air-locks permite la salida de dióxido de 
carbono, subproducto de la fermentación evitando la entrada de oxígeno, de esta manera 
se garantizó una atmósfera inerte al interior del sistema de experimentación. El contenido 
de alcohol se determinó por medio de la técnica expuesta en la sección 3.4 y  se calculó 
la eficiencia de la fermentación (Ecuación 3.3).  
Esta concentración se estableció respecto a la condición promedio de azúcares 
fermentables reportado por otros autores y cuya levadura control es apta para este tipo 
de procesos (Betite et al., 2012). Posteriormente se realizó un análisis de varianza simple 
utilizando el programa Statgraphics Centurion versión 11 (StatPoint Inc., Warrenton, VA, 
USA) con tabla de medias y pruebas de múltiples rangos.   
 Evaluación tolerancia a etanol 
Se realizó la evaluación de la tolerancia a etanol de las nueve cepas nativas 
seleccionadas en la etapa anterior, en recipientes tapa rosca tipo BOECO® de 100 mL 
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por duplicado. En este ensayo se incluyó la evaluación de la levadura comercial 
Fermentis Ethanol Red®. 
El volumen de fermentación usado para evaluar el crecimiento celular a diferentes 
concentraciones de alcohol fue de 25 mL. El medio de fermentación fue caldo YM con 
concentraciones de etanol de 8, 10 y 12 %v/v; al medio de control no se le adicionó 
etanol (Mora et al., 2009; Ortiz-Zamora et al., 2009). Las condiciones de fermentación 
fueron 30 ± 2°C, agitación orbital de 150 rpm durante 24 horas. Se inoculo 10 %v/v de la 
suspensión celular activa iniciando el crecimiento con una población de 1x105 UFC/mL. 
Se tomó una muestra al final de la fermentación para cuantificar células viables por 
conteo en placa en PDA realizando diluciones de 10-4, 10-5 y 10-6.  Se comparó la 
influencia de la concentración de etanol en el crecimiento de las cepas nativas al 
aumentar de 8 a 12 %v/v respecto al medio de control que no contenía alcohol.  
 Evaluación tolerancia a temperatura 
Las cepas nativas fueron evaluadas por su habilidad de crecimiento a diferentes 
temperaturas. Las fermentaciones se llevaron a cabo a 25°C, 30 °C, 35 °C y 40 °C (Sree, 
et al., 2000). El volumen de fermentación usado fue de 6 mL de caldo YM con una 
suspensión celular activa inicial de 1x106 UFC/mL que corresponde a una densidad 
óptica inicial de 0,35 medida en un espectrofotómetro. Posteriormente se incubaron a las 
diferentes condiciones durante 24 horas y se volvió a medir la densidad óptica para 
verificar su crecimiento. Con el fin de garantizar condiciones anaerobias se usaron tubos 
de ensayo de 9 mL con tapa auto ajustable. Esta tapa permite la salida de dióxido de 
carbono evitando la presurización del sistema. Cada ensayo se realizó por triplicado. 
De acuerdo a los valores obtenidos se realizó un análisis de varianza simple utilizando el 
programa Statgraphics Centurion versión 11 (StatPoint Inc., Warrenton, VA, USA) y se 
graficaron los resultados.   
 Selección de cepas nativas para la fermentación de mieles de caña de 
azúcar 
Con el fin de clasificar y seleccionar las mejores cepas  para la siguiente etapa (Sección 
4.2) se realizó un análisis de conglomerados (cluster) entre las cepas con un mejor 
desempeño en la prueba preliminar de la capacidad de producción de etanol, tolerancia a 
etanol y temperatura. El análisis de conglomerados el cual minimiza la varianza dentro de 
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los grupos y la maximiza entre los grupos, es utilizado ampliamente en el estudio del 
vino, selección de levaduras en diferentes campos, caracterización de levaduras 
mediante cariotipos entre otros (Díaz-Montaño et al., 2008; Gil, et al., 1996; Mateo et al.,  
2001).  
3.6.2. Evaluación de la fermentación alcohólica de las cepas 
nativas seleccionadas 
 
Después de seleccionar las cepas nativas que presentaron una tolerancia a miel de caña, 
etanol y temperatura similar o superior a la cepa de referencia, se determinó el 
desempeño de fermentación con mieles de caña de azúcar evaluando la concentración 
de azúcares reductores totales iniciales (g/L), pH inicial y temperatura (°C). Al analizar los 
efectos de las variables experimentales sobre la concentración de etanol (g/L) y biomasa 
(g/L) se determinó la mejor condición de fermentación para cada una de las levaduras 
nativas. 
 
Las cepas de levaduras nativas seleccionadas y la cepa de control fueron previamente 
activadas y adaptadas al medio de fermentación.  Inicialmente las cepas de S. cerevisiae 
conservadas en medio PDA agar a 4°C fueron activadas en medio líquido de extracto de 
levadura y malta (YM) a 30 ± 2°C por 12 horas con agitación orbital de 150 rpm y pH de 
4,5 ajustado con una solución de ácido sulfúrico diluida al 10 %v/v. Se incubo en un 
recipiente tipo Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de trabajo de 20 mL. Luego el 
contenido se transfirió a otro recipiente tipo Erlenmeyer de 250 mL que contenía miel 
diluida a 8°Brix (aproximadamente 80 g/L de ART) y 5 g/L de fosfato ácido de potasio, 1 
g/L de sulfato de magnesio hidratado y 1 g/L de sulfato de amonio. Las condiciones 
fueron similares a la etapa anterior. Después el contenido se transfirió a un reactor 
cilíndrico enchaquetado de vidrio de 1 L con aireación que contenía 500 mL de miel 
diluida a 8 °Brix. Se realizó el control de temperatura con agua en un baño termostático a  
30 ± 2°C durante 24 horas. Finalmente la biomasa generada se recuperó por 
centrifugación en recipientes estériles a 8500 rpm por 5 min. Esta biomasa fue 
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Para evaluar el desempeño en la fermentación se manejaron tres concentraciones de 
ART (150; 185 y 220 g/L), tres valores de pH (3,8; 4,4 y 5,0) y tres temperaturas (30, 35 y 
40 °C). El diseño experimental fue central compuesto de cara centrada. Se seleccionaron 
estas variables de operación por ser las de mayor importancia y de común seguimiento 
durante un proceso a nivel piloto e industrial. Los valores de cada uno de estos factores 
se seleccionaron de acuerdo a los valores límite, habituales en este tipo de procesos. Se 
realizaron en total 20 ensayos incluyendo 5 repeticiones en el punto central. En la Tabla 
3-4 se presentan los factores y el dominio experimental. Las variables fueron codificadas 
con el fin de establecer con mayor facilidad las expresiones matemáticas que 
representen los diferentes efectos (individuales y sinérgicos) de las variables estudiadas. 
Las variables independientes fueron codificadas con valores -1 (al nivel inferior) 0 (nivel 
medio) y +1 (al nivel superior) para factores continuos (variables A, B, C). El paquete de 
software estadístico Statgraphics Centurion versión 11 (StatPoint Inc., Warrenton, VA, 





Tabla 3-4. Factores seleccionados y dominio experimental establecido en el DCC 
Variables Código de valores 
(-1) 0 (+1) 
A: Concentración de miel (g/L) 150 185 220 
B: pH inicial del medio 3,8 4,4 5 
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Tabla 3-5. Matriz de experimentos para el DCC 
Exp No. 
Variables 
A B C 
1 0 0 +1 
2 -1 -1 -1 
3 0 0 0 
4 0 0 -1 
5 0 0 0 
6 -1 0 0 
7 -1 -1 +1 
8 +1 -1 -1 
9 0 +1 0 
10 -1 +1 +1 
11 0 0 0 
12 +1 +1 +1 
13 +1 -1 +1 
14 0 -1 0 
15 +1 0 0 
16 0 0 0 
17 +1 +1 +1 
18 0 0 0 
19 -1 +1 -1 
20 0 0 +1 
 
Se generó un modelo cuadrático descrito en la Ecuación 3.4. para cuantificar la influencia 
de las variables independientes sobre la concentración de etanol (g/L) y concentración de 
biomasa (g/L). 
 
Y =  β0 + ∑ βiXi + ∑ βiiXi













Y = Variable de respuesta ajustada 
β = Coeficiente de regresión, ij son los coeficientes cuadráticos 
Xi a Xj = Variables independientes 
 
La fermentación se realizó en recipientes tapa rosca tipo BOECO® de vidrio de 100 mL 
acoplado con air-locks que contenían glicerol (para permitir el agotamiento de CO2 
evitando al mismo tiempo la entrada de aire). El volumen de fermentación fue de 80 mL . 
El medio de fermentación fue miel de caña diluida de acuerdo al factor de 
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experimentación que corresponde a un contenido de solidos solubles totales (°Brix) 
medida con un refractómetro digital manual PL-1 (ATAGO). Para información sobre la 
determinación de azúcares reductores totales en mieles y sólidos solubles totales 
refiérase al Anexo A.3. El medio fue suplementado con 5 g/L de fosfato ácido de potasio, 
1 g/L de sulfato de magnesio hidratado y 1 g/L de sulfato de amonio (Daré, 2008; 
Ferreira, 2002; Steckelberg, Da, & Stupiello, 1992). El pH fue ajustado con una solución 
de ácido sulfúrico 10 %v/v. Se incubó en un shaker Labtech LS-301 ajustando la 
temperatura a los valores de experimentación, agitación de 150 rpm durante 24 horas. Se 
adicionaron 3,1 g de levadura húmeda que corresponde a una concentración celular 
inicial de 1x108 UFC/ml corroborado por recuento en placa en medio PDA. La biomasa 
final se determinó mediante la técnica de peso seco con el objetivo de determinar 
rendimientos másicos respecto al consumo de sustrato.  
 
Luego de realizar los 20 ensayos del diseño central compuesto, se obtuvo un modelo de 
segundo orden para obtener las condiciones que maximizan la concentración de etanol. 
Con el fin de validar el modelo, se seleccionaron condiciones de operación similares a 
nivel industrial (evaluadas dentro del intervalo de estudio) y se realizó por duplicado el 
proceso de fermentación.  
 
3.6.3. Evaluación de la concentración de vinaza en la 
fermentación alcohólica  
A continuación se estudió el efecto de la concentración de vinaza sobre la producción de 
etanol y ácido acético. Se realizaron ensayos de fermentación tipo batch a escala 
laboratorio para seleccionar la cepa nativa con mejor desempeño comparado con la cepa 
referencia a tres concentraciones de vinaza 20%, 40% y 60%. Al medio de control no se 
le adicionó vinaza. Las variables de respuesta fueron concentración de etanol (g/L), 
azucares residuales (g/L) y concentración de ácido acético (mg/L). 
Las cepas de levadura fueron activadas en medio YM durante 12 horas. Luego la 
biomasa se transfirió a un reactor vidriado de 1L con aireación que contenía 500mL de 
miel diluida a 8°Brix, a 30°C y 24 horas. La biomasa se recolectó de forma estéril y se 
centrifugó a 8500 rpm por 5 min, el sobrenadante se descartó y 3,1 g de  la biomasa 
28 Evaluación del potencial fermentativo de levaduras nativas para la producción de etanol a partir de 
mieles de caña de azúcar 
 
recolectada que corresponde a concentración celular inicial de 1x108 UFC/ml fue 
inoculada en  80 mL del medio de fermentación conformado por miel de caña diluida en 
agua y vinaza. Una fracción entre  20% a 60% de agua empleada para diluir la miel de 
caña se sustituyó por vinaza. La concentración de ART  fue de 206 g/L, se ajustó el pH 
en 4 con una solución de ácido sulfúrico al 10%. Al medio se le adicionó 5 g/L de fosfato 
ácido de potasio, 1 g/L de sulfato de magnesio hidratado y 1 g/L de sulfato de amonio. Se 
incubó en un shaker Labtech LS-301 con control de temperatura a 32°C y agitación de 
150 rpm por 24 horas. La fermentación se realizó en recipientes tapa rosca tipo BOECO® 
de vidrio de 100 mL acoplado con air-locks que contenían glicerol.   
3.6.4. Evaluación de la recirculación de biomasa en la 
fermentación alcohólica  
Para el caso de la recirculación de biomasa se recuperó la biomasa generada del medio 
de control de la etapa anterior (Sección 3.6.3) por centrifugación a 8500 rpm durante 5 
min. Antes de la recirculación de la biomasa un tratamiento ácido se realizó para 
disminuir la contaminación bacteriana. Este tratamiento consistió en diluir con agua 
destilada la biomasa en una proporción 1:1 y ajustar el pH entre 1.8 a 2.5, luego la 
biomasa fue nuevamente recuperada por centrifugación para su uso (Della-Bianca et al., 
2013).  A esta fase se denominó ciclo 1. La fermentación se realizó en recipientes tapa 
rosca tipo BOECO® de vidrio de 100 mL acoplado con air-locks que contenían glicerol. El 
volumen de fermentación fue de 80 mL. Se adicionó la levadura húmeda del ciclo 1 que 
corresponde a una concentración celular inicial de 1x108 UFC/ml. Se ajustó el pH en 4 
con una solución de ácido sulfúrico al 10%. Además al medio se le adicionó 5 g/L de 
fosfato ácido de potasio, 1 g/L de sulfato de magnesio hidratado y 1 g/L de sulfato de 
amonio. Se incubó en un shaker Labtech LS-301 con control de temperatura a 32°C, 
agitación de 150 rpm por 24 horas. Se recuperó nuevamente la biomasa generada, se 
realizó el tratamiento ácido y centrifugación de la biomasa, a esta fase se le denominó 
ciclo 2. Se realizó la fermentación como se describió en el ciclo 2 y la levadura empleada 
fue la recuperada del ciclo 2. Así sucesivamente hasta completar 4 ciclos.  Luego se 
comparó la concentración de alcohol generada y la viabilidad celular por ciclo mediante 
conteo de cámara de Neubauer con tinción de azul de metileno. 
 
 
4. Resultados y Análisis 
4.1. Evaluación preliminar de la capacidad de 
producción de etanol, tolerancia a etanol y 
temperatura 
4.1.1. Evaluación preliminar de la capacidad de producción de 
etanol de cepas nativas 
 
En esta sección, se evaluó la capacidad de las cepas de levaduras nativas  para producir 
etanol..  
Antes de la evaluación preliminar de la capacidad de producción de etanol, se caracterizó 
la miel suministrada siguiendo el procedimiento descrito en la norma estándar IS 1162-
1958- Specification for cane molasses (Bureau of Indian Standards.1958). Ver Anexo B. 
El resultado de la caracterización se muestra en la Tabla 4-1: 
 
Tabla 4-1. Caracterización miel molino La Esperanza (Puerto López, Meta, Colombia) 
Componente Valor 
Grados Brix 71,9 ± 0,05 °Brix  
Gravedad específica 1,37 ± 0,01 
Contenido de cenizas 1,55 ± 0,02 %p/p 
pH 5,3 ± 0,01 a 40°Brix 
Azucares reductores totales (ART) 69,3 ± 0,2 %p/p 
Acidez volátil  6266,4 ppm 
Contenido de amino nitrógeno libre 242,7 mg/L 
 
La muestra representativa de miel de caña empleada se comparó con melaza de caña 
típica de Suramérica (PRAJ INDUSTRIES, 2002)  en la Tabla 4-4 .  Se observa que la 
concentración de ART es 25 %p/p superior en las mieles de caña de azúcar empleadas 
aunque presenta 10 %p/p menos de sólidos disueltos.  
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Tabla 4-2. Características miel molino La Esperanza (Puerto López, Meta, Colombia) y 
melaza de caña de Suramérica 
Componente Miel de Caña Melaza de caña 
Grados Brix (°Brix) 71,9 ± 0,05 87-93 
Gravedad específica 1,37 ± 0,01 1,46-1,50 
pH (a 40°Brix) 5,3 ± 0,01 5 - 5,5 
Azucares reductores totales (%p/p) 69,3 ± 0,2 49-54 
Acidez volátil (ppm) 6266,4 5500-22500 
 
Los resultados de las fermentaciones se muestran en la Tabla 4-3. Los ensayos se 
realizaron por triplicado, obteniéndose los valores promedio de concentración de etanol. 
A la concentración inicial de azucares reductores se le realizó una corrección por 
volumen de fermentación final de 0,150 L y pasó de 220 g/L a 154 g/L. Como se puede 
observar, de las trece cepas evaluadas únicamente nueve produjeron más de 24 g/ L de 
etanol y de éste grupo, sobresalió la cepa 119-3 con 6% más de eficiencia comparada 
con la cepa control. 
Tabla 4-3. Producción de etanol de las levaduras nativas aisladas 







A 24,26 ± 0,27 154 0,158  ± 0,002 30,83 ± 0,35 
109-11 22,43 ± 0,24 154 0,146 ± 0,002 28,51 ± 0,30 
119-1 22,46 ± 0,48 154 0,146 ± 0,003 28,55 ± 0,61 
210-2 22,56 ±0,05 154 0,146 ± 0,000 28,67 ± 0,07 
109-5 22,92 ± 0,39 154 0,149 ± 0,003 29,12 ± 0,49 
204-2 24,74 ± 0,60 154 0,161 ± 0,004 31,44 ± 0,76 
214-2 24,75 ± 1,37 154 0,161 ± 0,009 31,46 ± 1,74 
110-6 25,66 ± 0,65 154 0,167 ± 0,004 32,60 ± 0,82 
120-8 25,74 ±0,20 154 0,179 ± 0,001 32,71 ± 0,25 
209-2 25,76 ± 0,41 154 0,167 ± 0,003 32,73 ± 0,52 
206-9 26,31 ±0,46 154 0,171 ± 0,003 33,43 ± 0,59 
112-4 26,35 ± 0,91 154 0,171 ± 0,006 33,48 ± 1,16 
202-3 27,71 ± 0,44 154 0,180 ± 0,003 35,22 ± 0,55 
119-3 28,56 ± 0,33 154 0,185 ± 0,002 36,29 ± 0,42 
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Las cepas nativas 202-3 y 119-3 presentaron una eficiencia mayor de 6% comparado con 
la cepa control (A); se relaciona este resultado con el origen del aislamiento, donde la 
primera fue a partir de miel almacenada y la segunda de un guarapo de la zona. En 
varios estudios se han aislado cepas de levaduras nativas en mieles almacenadas en 
tanques que se encuentran en destilerías sin embargo en algunos casos corresponden a 
mutaciones de la levadura industrial usada como cultivo iniciador (Daza Merchán, 2011). 
Cabe resaltar que en este estudio la cepa de levadura nativa 202-3 fue aislada en una 
zona donde no existen destilerías. La cepa 119-3 hace parte de una fermentación 
espontánea con una dinámica poblacional propia del lugar donde se aisló.    
La baja producción de etanol de las cepas evaluadas, radica primeramente en la baja 
concentración celular inicial, tiempo de fermentación corto y leve agitación para el 
sistema propuesto. Basados en lo anterior, un aumento moderado en la agitación 
propiciaría un contacto eficiente con el sustrato permitiendo mantener las células en 
suspensión y aumentando el consumo de sustrato. Sin embargo, la utilización de un 
medio de cultivo cuya selectividad fue aportada por la alta concentración de ART permitió 
seleccionar únicamente cepas de levaduras con una capacidad de producción de etanol 
mayor a la cepa de referencia que posteriormente fueron evaluadas y seleccionadas 
según su desempeño en la sección 4.1.2 y 4.1.3.   
El efecto de la concentración de ART inicial de 154 g/L  frente a la eficiencia de las cepas 
de estudio se realizó mediante la comparación de la media de la cepa control y la media 
de cada cepa nativa. En la prueba de múltiples rangos se determinó cuales medias 
fueron significativamente diferentes de otras y se identificaron grupos homogéneos, ver 
Figura 4-1.  
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Figura 4-1. Eficiencia de fermentación de las cepas nativas y la cepa de referencia (A) 
La eficiencia media de la cepa de referencia, A,  fue de 30,8 % mientras que para las 
cepas nativas la eficiencia media tuvo una variación entre 28 % a 36 %. Como se 
observa en la Figura 4-1, por medio de la prueba de múltiples rangos se identificaron 5 
grupos homogéneos listados como a, b, c, d, y e que no tienen diferencias significativas 
entre aquellas que comparten un mismo grupo. Por ejemplo las cepas 109-11, 119-1, 
210-2 y 109-5 están dentro de un mismo grupo homogéneo (a) y entre ellas no hay 
diferencias significativas. Las cepas 204-2 y 214-2 no presentaron una diferencia 
significativa respecto a la cepa de referencia. 
En el análisis de contraste entre cada par de medias, cepa de referencia y cepa nativa, 
se presentó una diferencia significativa ya fuese positiva o negativa. Esto permitió 
agrupar en dos perfiles diferentes a las cepas nativas. Un primer grupo con una eficiencia 
de fermentación media superior a 30,8%, eficiencia fermentativa de la cepa comercial, y 
un segundo grupo con una eficiencia de fermentación media inferior a la cepa comercial.  
Las cepas del primer grupo 110-6, 112-4, 119-3, 120-8, 202-3, 206-9, 214-2 y 209-2 
presentaron una eficiencia de fermentación superior a la cepa de referencia, debido 
posiblemente a una mejor adaptación en la regulación interna de la actividad celular para 
la producción de etanol. Estudios que correlacionaron alta concentración de azúcares 
reductores iniciales, mayor a 120 g/L, y concentración final de etanol mayor a 6% 
mostraron una alta conversión de estos azúcares a etanol con una eficiencia igual o 
superior a 80% (Daza Merchán, 2011; Muruaga et al., 2016). Si bien, no se lograron 
concentraciones finales de etanol mayores a 6%, se puede inferir que las cepas nativas 
mejor adaptadas fisiológicamente a la condición del ensayo proporcionan una ventaja 
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competitiva con una mayor conversión de azúcares a etanol comparado con la cepa 
control en el proceso de fermentación.  
La evaluación preliminar de producción de etanol de las cepas nativas estudiadas 
permitió la discriminación únicamente de aquellas levaduras capaces de subsistir en un 
ambiente con alta concentración de azúcares al inicio (>14 %) a medida que avanzó la 
fermentación, un aumento en la concentración de etanol,  ocasionó la inhibición de los 
microorganismos que no toleraron estas condiciones.  
 
4.1.2. Evaluación tolerancia a etanol 
 
Los resultados del efecto de la concentración de etanol en el crecimiento de las cepas 
nativas al aumentar de 8 a 12% (v/v) en comparación con el control que no contiene 
etanol se encuentran en la Figura 4-2 y Figura 4-3.  El medio de fermentación en el que 
se realizaron los ensayos fue YM y tiempo de fermentación de 24 horas. El valor de 
comparación utilizado, es el cambio relativo en el crecimiento celular cuantificado como 
concentración celular final menos concentración inicial. Conocer la concentración de 
etanol que inhibe totalmente el crecimiento celular basados en la interferencia del mismo 
con los procesos fisiológicos dependientes particularmente de la membrana plasmática, 
facilita el criterio de selección pues hasta el momento se desconoce la inhibición de la 
actividad fermentativa por etanol.  
Durante los ensayos se observó una diferencia en la forma de crecimiento de las cepas 
nativas, algunas crecieron en suspensión y otras como agrupaciones celulares que se 
adhieren entre si y sedimentan rápidamente del medio en el cual se encuentran 
suspendidas, fenómeno conocido como floculación (Stewart et al., 2013). La cepa de 
referencia (Fermentis Ethanol Red®)  creció en suspensión en todas las concentraciones 
de etanol evaluadas.  
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Figura 4-2. Efecto de la concentración de etanol en el crecimiento celular de las cepas 
nativas no floculantes y la cepa de referencia (A). 
 
 
Figura 4-3. Efecto de la concentración de etanol en el crecimiento celular de las cepas 
nativas floculantes y la cepa de referencia (A). 
 
Al observar el comportamiento de la cepa A en la Figura 4-2,  la concentración celular 
disminuyó un 17 % conforme aumentó la concentración de etanol, siendo más notorio 
entre 10 a 12 %v/v de etanol. La cepa 206-9 presentó un comportamiento similar a la 
cepa A con una disminución en el crecimiento de 20%, caso contrario de la cepa 120-8 
debido al poco crecimiento a diferentes concentraciones de etanol comparado con la 
cepa de referencia. Las cepas 119-3 y 202-3 mostraron un comportamiento similar a 
concentraciones de etanol inicial de 8 y 10% v/v  pero se diferenciaron a una 
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crecimiento celular similar a la cepa A para una concentración de 12% v/v de etanol 
inicial en comparación con las cepas 202-3 y 120-8.  
La agregación de células reversible y no-sexual en la cual las células se adhieren entre sí 
de forma espontánea para formar flóculos que bien pueden sedimentarse rápidamente o 
elevarse a la superficie en el medio de cultivo se denomina floculación celular (Soares & 
Mota, 1997).  Este fenómeno se observó en el grupo de cepas evaluado y se dividió en 
dos grupos. Un primer grupo correspondiente a las cepas 119-3, 206-9, 202-3 y 120-8 
con un crecimiento en suspensión  y un segundo grupo al cual pertenecen las cepas 110-
6, 209-2, 204-2, 214-2 y 112-4  con un crecimiento característico de levadura floculante, 
(Figura 4-3). La concentración celular de las cepas nativas floculantes 110-6, 204-2 y 
209-2 disminuyo 20% a medida que aumentó la concentración de etanol, comportamiento 
similar  a las cepas en suspensión 206-9 y 119-3¡Error! No se encuentra el origen de 
a referencia.. Las cepas 214-2 y 112-4 no toleraron 12 %v/v de concentración de etanol.  
 
Zhao y Bai proponen que los flóculos de levadura no son solo una unidad física de las 
células, sino que también corresponden a una micro-sociedad con las células dentro de 
los flóculos que cooperan uno con el otro contra factores ambientales adversos (Zhao & 
Bai, 2009b) . Lei y colaboradores analizaron la distribución de tamaño de levaduras 
floculantes resultado del estrés por etanol y encontraron que levaduras floculantes con 
diferente distribución de tamaño promedio presentan diferentes tolerancias a etanol (Lei 
et al., 2007). Por lo anterior, el crecimiento aglomerado de algunas de las cepas nativas 
como respuesta al estrés osmótico permitió diferenciar el grupo de levaduras evaluado y 
proyectar su potencial en procesos de fermentación continuo y/o por lotes.  
La razón por la cual el 30% de las cepas nativas presentaron poco crecimiento celular a 
10 y 12% v%v de etanol está relacionada por la composición de su membrana celular, 
ácidos grasos insaturados y especies particulares de cadenas acilo grasas; que en 
presencia de etanol afectan la fluidez de la membrana e inhiben el sistema de transporte 
de aminoácidos y el transporte de glucosa, y pueden conducir a la pérdida de la 
viabilidad celular y la inhibición del crecimiento celular. A nivel práctico esto se traduce en 
cepas nativas sensibles a concentraciones de etanol entre 8 a 12% con baja probabilidad 
de persistencia durante la fermentación. Sanches & Laluce reportaron la disminución de 
36 Evaluación del potencial fermentativo de levaduras nativas para la producción de etanol a partir de 
mieles de caña de azúcar 
 
50% en la formación de biomasa y viabilidad celular de cepas nativas de S. cerevisiae, 
aisladas de ingenios azucareros productores de alcohol en Brasil, a 8 %v/v de etanol 
inicial adicionado al medio. La variación del rendimiento de la fermentación (Yp/s) fue 
constante para una concentración inicial de 2 a 6% v/v (Sanches & Laluce, 1998). 
Resultados que se relacionan con la disminución del crecimiento de las cepas nativas y 
por esta razón los valores evaluados en este trabajo fueron más altos simulando 
concentraciones obtenidas en fermentaciones industriales entre 8 a 11% v/v.  
4.1.3. Evaluación tolerancia a temperatura  
 
La evaluación del efecto de la temperatura sobre el crecimiento de cada cepa nativa en 
un rango entre 25°C a 40°C durante 24 horas se muestra en la Figura 4-4. El rango de 
temperatura seleccionado se encuentra entre los valores típicos evaluados en 
aislamientos de cepas nativas  (Beltran et al., 2002; Mora et al., 2009; Sree et al., 2000), 
asimismo se tuvo en cuenta la temperatura promedio en las dos épocas del año del lugar 
donde fueron aisladas estas cepas. Los resultados experimentales fueron parte de un 
trabajo colaborativo en la evaluación de tolerancia a temperatura, concentración, etanol y 
sacarosa de levaduras nativas del municipio de Puerto López, Meta (Rodriguez y 
Ramírez, 2012). 
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Figura 4-4. Influencia de la temperatura en el crecimiento celular de las cepas nativas y la 
cepa de referencia (A). 
En general las cepas nativas tuvieron un buen crecimiento celular a 30°C con una 
densidad óptica promedio de 1,22 ± 0,07 U.A., consistente con la temperatura del lugar 
de aislamiento. Las cepas nativas 204-2, 206-9, 109-5 y 110-6 presentaron una densidad 
óptica superior frente a la cepa de control (1,3 U.A.) a 35°C. Mientras que las cepas 119-
1, 112-4 y 120-8 presentaron una densidad óptica menor a 1 U.A a 35°C. 
Al comparar las diferencias estimadas entre la cepa de control y cada cepa nativa a 40°C 
se encontró que la cepa 110-6 presentó una diferencia significativa negativa con respecto 
a la cepa de referencia, es decir, su D.O. fue mayor en 10%. La cepa con menor 
tolerancia a 40°C fue 209-2 con una D.O. de 0,18 UA. Las levaduras utilizadas 
actualmente para fermentación industrial se inactivan rápidamente a temperaturas 
mayores a 35 °C, fermentaciones a temperaturas superiores requieren de levaduras no 
convencionales capaces de soportar el efecto inhibidor del etanol que aumenta con la 
temperatura (Laluce et al, 1987). Esta sensibilidad o resistencia a la temperatura de 
cepas de levaduras ha sido utilizada para determinar valores de muerte térmica y 
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La temperatura de fermentación afecta directamente la ecología microbiana del mosto y 
las reacciones bioquímicas de las levaduras, se observa en la Figura 4-4, una diferencia 
en el crecimiento de las cepas nativas a 25 oC y 40°C aunque a 30°C no hubo diferencia.  
Es aquí donde la resistencia durante la fermentación alcohólica condicionada a la 
temperatura de fermentación es un factor sinérgico y diferenciador que presenta 
diferentes ventajas de proceso como el incremento en la tasa de producción de etanol, 
ahorros energéticos, reducción de contaminación del medio causada por 
microorganismos mesófilos, entre otras ventajas (Fadel et al, 2013). Phisalaphong et al. 
analizaron la interacción entre la temperatura en el rango de 30°C a 42°C y 
concentración inicial de azúcares en el rango de 170 a 220 g/L y sus efectos en la 
actividad celular encontrando que la presión osmótica se incrementa linealmente con la 
temperatura. A temperaturas mayores de 37°C  se acelera el efecto por  inhibición de 
sustrato y etanol, lo que reduce tanto el crecimiento celular como el rendimiento de etanol 
(Phisalaphong et al., 2006) .  
4.1.4 Selección de cepas nativas para la fermentación de mieles 
de caña de azúcar 
Con el fin de clasificar y seleccionar las mejores cepas  para la siguiente etapa (Sección 
4.2) se realizó un análisis de conglomerados entre las cepas con un mejor desempeño en 
la prueba preliminar de la capacidad de producción de etanol, tolerancia a etanol y 
temperaturas. Este análisis estadístico es una técnica multivariante que busca agrupar 
elementos tratando de lograr la máxima homogeneidad en cada grupo y la mayor 
diferencia entre grupos.  
Los datos analizados empleando el programa Statgraphics Centurion versión 11 se 
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Tabla 4-4. Resultados experimentales prueba preliminar de capacidad de producción de 
etanol, tolerancia a etanol y temperatura 
 Ensayo de 
fermentación 






25°C 30°C 35°C 40°C 8%v/v 10%v/v 12%v/v 
204-2 24,74 22,01 1,20 1,30 1,50 0,45 7,13 7,06 6,63 
214-2 24,75 22,02 1,05 1,13 1,23 0,36 6,94 6,84 5,60 
112-4 26,35 23,44 1,05 1,30 0,80 0,45 7,29 6,94 5,80 
110-6 25,66 22,82 1,13 1,40 1,33 0,63 7,55 7,42 6,46 
120-8 25,74 22,9 0,73 1,25 0,90 0,46 7,02 6,64 5,00 
209-2 25,76 22,91 1,20 1,20 1,30 0,14 7,41 7,09 6,32 
206-9 26,31 23,4 0,88 1,20 1,35 0,49 7,77 7,48 6,41 
202-3 27,71 24,65 1,10 1,23 1,10 0,49 7,59 7,10 5,65 
119-3 28,56 25,4 1,00 1,33 1,10 0,47 7,68 7,00 6,43 
A 24,26 21,58 1,10 1,30 1,10 0,57 7,72 7,43 6,52 
aDensidad óptica a 560 nm en unidades de absorbancia (UA). bLog10 concentración 
celular UFC/mL 
Al realizar el análisis de conglomerados por medio del método “vecino más lejano 
(Vinculo completo)” se obtuvo el siguiente dendograma.  
 
Figura 4-5. Dendograma del análisis de conglomerados de las cepas nativas 
 
Como se observa en la Figura 4-5, las cepas 204-2 y 119-3 presentaron una mayor 
diferencia significativa entre el grupo de cepas por lo cual fueron seleccionadas como 
semilla para el método de conglomeración K-medias. Al aplicar este método es posible 
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obtener 2 conglomerados homogéneos de cepas cuya semilla está más cercana de 
estos. Los resultados se muestran en la Tabla 4-5. 
Tabla 4-5. Resultado conglomerado a partir del método de k-medias 
Fila Cepa Conglomerado 
1 204-2 1 
2 214-2 1 
4 110-6 1 
6 209-2 1 
10 A 1 
3 112-4 2 
5 120-8 2 
7 206-9 2 
8 202-3 2 
9 119-3 2 
 
Se obtuvieron dos grupos homogéneos. El primer grupo presentó un comportamiento 
similar a la cepa de referencia compuesto por las cepas nativas 204-2, 214-2, 110-6 y 
209-2. El segundo grupo conformado por las cepas nativas 112-4, 120-8, 206-9, 202-3 y 
119-3 mostraron un comportamiento diferente a la cepa de referencia. A partir del 
segundo grupo se realizó una selección de cepas nativas de acuerdo a los 
requerimientos del proceso. Se descartó la cepa 112-4 por su característica floculante. La 
cepa 120-8 presentó 6,5% menos de eficiencia de fermentación comparado con las 
cepas 206-9, 202-3 y 119-3 y se descartó. De estas tres últimas cepas, se descartó la 
cepa 202-3 por su menor tolerancia a etanol.  
Luego de analizar la tolerancia a diferentes condiciones de estrés de las cepas nativas 
aisladas para la producción de etanol industrial se seleccionaron aquellas con mayor 
resistencia a altas concentraciones de etanol, no floculantes, con una temperatura de 
crecimiento entre 30 a 40°C y eficiencia de fermentación mayor (6-17%) comparado con 
la cepa control. Estos criterios de selección permitieron elegir las cepas nativas 206-9 y 
119-3 tolerantes a concentraciones de etanol mayores a 8 %v/v, tolerantes a 
concentraciones de azúcares reductores totales de 150 g/L,  aptas para procesos de 
fermentación fed-batch tipo Melle-Boinot por sus características no floculantes y 
adaptadas al sustrato y condiciones ambientales de la zona de aislamiento. En la 
siguiente etapa, se estudian las condiciones de proceso que maximicen la concentración 
de etanol (Sección 4.2).   
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Las cepas 214-2,110-6, 204-2 y 209-2 no se consideran como potenciales para la 
producción de etanol por su mayor sensibilidad a tolerar concentraciones de etanol 
mayores a 10 %v/v y temperaturas entre 30 a 40°C. Como sugerencia se propone usar 
estas cepas para el desarrollo de estudios futuros referentes a métodos de control 
biológico de contaminantes presentes en la fermentación alcohólica (Alvarez et al., 2007).  
 
4.2. Evaluación de la fermentación alcohólica de las 
cepas nativas seleccionadas   
 
 
En esta sección se evaluó la influencia de la temperatura, la concentración de azúcares 
reductores totales y pH inicial alrededor de un intervalo de valores para las cepas nativas 
seleccionadas en la sección 4.1.4 y se determinó el rendimiento de etanol de cada cepa. 
Debido a los resultados de la sección 4.1.1 se reajustó la concentración celular inicial a 
un valor de 1 x108 UFC/ml  y se aumentó la agitación a 150 rpm para alcanzar AR 
menores a 30 g/L luego de 24 horas de fermentación.  
 
Se utilizó un diseño central compuesto a partir del cual se obtuvo un modelo que 
correlaciona la variable de respuesta (concentración de etanol) y las variables 
experimentales. Un análisis estadístico de los resultados de cada cepa permitió 
determinar la influencia de cada uno de los factores así como la evaluación de efectos 
sinérgicos. Se implementó la metodología de superficie de respuesta con el fin de 
seleccionar las mejores condiciones que maximizan la variable de respuesta. A 
continuación se presentan los resultados de la evaluación de la fermentación alcohólica 
de la cepa control y cepas de levaduras nativas 206-9 y 119-3.  
4.2.1. Influencia de concentración de sustrato, temperatura y pH 
sobre la concentración de etanol y biomasa de la cepa control 
 
Los efectos individuales de cada factor analizados sobre la producción de etanol y la 
concentración de biomasa tras 24 horas de fermentación se presentan en la Figura 4-6.  
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De acuerdo con el análisis de varianza (ANOVA) la concentración de sustrato y 
temperatura tuvieron un efecto significativo con un valor-p de 0,0001 y 0,0036 (p < 0,05) 
sobre la concentración de etanol (Ver Figura 4-6a). El estadístico r2 indica que el modelo, 
así ajustado, explica el 96,36% de la variabilidad en la concentración de etanol. El pH (p 






Figura 4-6. Diagrama de Pareto estandarizado de las variables de estudio y su efecto 
sobre la concentración de etanol (a)  y biomasa (b) para la fermentación de mieles de 
caña de azúcar con la cepa de referencia (A) 
La concentración de sustrato (C) presentó un efecto positivo sobre la concentración de 
etanol. Por ejemplo, cuando la concentración de sustrato se incrementó de 150 g/L a 220 
g/L a una temperatura y pH constantes de 35°C y 4,4, la concentración de etanol 
aumento 36,7%. Así mismo, cuando la temperatura se incrementó de 30 a 40°C a una 
concentración de sustrato y pH constantes de 185 g/L y 4,4, la concentración de etanol 
aumentó 8%. Peña et al. realizaron ensayos de fermentación en melaza de caña de 
azúcar y mosto de banano de rechazo de Urabá, Colombia a dos concentraciones de 
ART (100 y 170 g/L) a 30°C y pH de 5 con la cepa control Ethanol Red Fermentis®  
logrando un aumento en la concentración de etanol de más del 100% en los dos medios 
de fermentación (Pena-Serna et al, 2012).  Laluce et al., evaluaron la concentración de 
inoculo de 30 a 40 g/L, sacarosa entre 100 a 200 g/L y temperatura entre 30 a 40°C para 
maximizar la concentración de etanol de una cepa genéticamente modificada; logrando 
un aumento en la concentración de etanol de 60,7% al incrementar de 100 a 200 g/L la 
concentración de sustrato a una temperatura y concentración de inoculó constantes de 
35°C y 3,5 g/L. Por el contrario, cuando la temperatura se incrementó de 30 a 40°C a una 
concentración de sustrato e inoculo constantes de 150 g/L y 3,5 g/L se observó una 
disminución en la concentración de etanol de 4,3% (Laluce, et al., 2009).  El aumento en 
la concentración de etanol al incrementar la concentración de sustrato coincide con lo 
Diagrama de Pareto Estandarizada para Etanol













Diagrama de Pareto Estandarizada para Biomasa
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En la Figura 4-6 se puede observar que la concentración de sustrato (C) tiene un efecto 
positivo no significativo sobre concentración de biomasa. De los ensayos realizados se 
pudo observar que al aumentar la concentración de sustrato de 150 a 220 g/L la 
concentración de biomasa se incrementó en 15,4% a una temperatura de 35°C y pH de 
4,4. A su vez la temperatura (A) tiene un efecto significativo negativo en la concentración 
de biomasa. Por ejemplo, al aumentar la temperatura de 30 a 40°C la concentración de 




Figura 4-7. Efectos de las variables de estudio sobre la concentración de (a) etanol y (b) 
biomasa en la fermentación de mieles de caña de azúcar con la cepa de referencia 
 
 
La descripción gráfica de los efectos (Figura 4-7) permite observar la mayor influencia de 
temperatura y concentración de sustrato sobre la concentración de etanol. Las 
interacciones más representativas estadísticamente sobre la concentración de etanol 
fueron CC y AA (Figura 4-5a). De acuerdo con lo anterior estas interacciones fueron 
negativas, indicando que la concentración de etanol se favorece a unos valores 
puntuales de 38°C y 220 g/L de ART.  En la Figura 4-7b se observa que la temperatura 
tiene un efecto negativo sobre la concentración de biomasa y es inversamente 
proporcional, es decir, a mayor temperatura menor es la concentración de biomasa. En 
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Los experimentos relacionados permitieron obtener un modelo que relaciona con buen 
ajuste las variables de operación principales sobre la producción de etanol y la 
generación de levadura durante un proceso fermentativo. La correlación obtenida fue de 
96,36% y 82,88% para el etanol producido y la biomasa generada después de 24 horas 
de fermentación respectivamente.  
 
La Tabla 4-6 corresponde al modelo de segundo orden que se ajustó a los datos 
experimentales. 
 
Tabla 4-6. Ecuaciones de mejor ajuste para la respuesta a concentración de etanol y 
biomasa de la cepa de referencia (Ethanol Red Fermentis®). 
Respuesta 
R2=96,36% R2=82,88% 
Etanol (g/L) = Biomasa (g/L) = 
-206,87  30,64  
+6,32 *A -0,44 *A 
-0,004 *B +3,58 *B 
+1,45 *C -0,23 *C 
+0,39 *A*B -0,11 *A*B 
+0,00006 *A*C +0,005 *A*C 
+0,042 *B*C -0,008 *B*C 
-0,11 *A2 -0,005 *A2 
-2,34 *B2 +0,22 *B2 
-0,004 *C2 0,0003 *C2 
 
Donde   A= Temperatura (°C)   B= pH inicial  C= sustrato (g/L)      
 
 
De acuerdo con los resultados experimentales, la máxima concentración de etanol fue de 
75,5 g/L, alcanzada a una concentración de ART de 220 g/L, un valor de pH de 5 y una 
temperatura de 38,3°C. Como era de esperarse estas condiciones fueron diferentes a la 
máxima concentración de biomasa que para este caso fue de 7,49 g/L, alcanzada a una 
concentración de ART de 150 g/L, un valor de pH de 5 y una temperatura de 30°C. 
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Figura 4-8. Diagrama de contorno del efecto de la concentración de sustrato y la 
temperatura sobre la concentración de etanol con la cepa de referencia a pH 4.4 
4.2.2. Influencia de concentración de sustrato, temperatura y pH 
sobre la concentración de etanol y biomasa de las cepas nativas 
206-9 y 119-3 
 
De acuerdo con los resultados de la evaluación de cepas nativas a tolerancia a etanol, 
temperatura y fermentación se seleccionaron dos cepas con potencial de uso en 
producción de etanol a partir de miel de caña.  Con el fin de mejorar el análisis del 
proceso fermentativo y la correlación entre variables de operación, se realizó un diseño 
central compuesto para estudiar el efecto de estos tres factores.  
  
Los efectos individuales de cada factor analizados sobre la producción de etanol y la 
concentración de biomasa tras 24 horas de fermentación para cada cepa nativa se 
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Figura 4-9. Diagrama de Pareto del efecto estandarizado de las variables de estudio 
sobre la concentración de (a) etanol y (b) biomasa para la fermentación de mieles de 
caña de azúcar con la cepa de levadura nativa 206-9 
(a) (b) 
  
Figura 4-10. Diagrama de Pareto del efecto estandarizado de las variables de estudio 
sobre la concentración de (a) etanol y (b) biomasa para la fermentación de mieles de 
caña de azúcar con la cepa 119-3 
De acuerdo con el análisis de varianza (ANOVA) la concentración de sustrato tuvo un 
efecto significativo (p< 0,05) sobre la concentración de etanol para las dos cepas nativas. 
El estadístico r2 indica que el modelo, así ajustado, explica el 91,68% y 97,36% de la 
variabilidad en la concentración de etanol para las cepas nativas 206-9 y 119-3. El pH y 
temperatura (p>0,05) no presentaron un efecto significativo en la concentración de 
etanol. Al igual que la cepa de referencia la concentración de sustrato (C) generó un 
efecto positivo sobre la concentración de etanol, donde los cambios en la concentración 
de ART causaron siempre las variaciones más altas en la concentración de alcohol.  
 
En las figuras 4-8 y 4-9 se observa que la temperatura tuvo un efecto significativo sobre 
la concentración de biomasa. El estadístico r2 indica que el modelo explica el 88,99% y 
91,97% de la variabilidad en la concentración de biomasa. El pH y concentración de 
sustrato no presentaron un efecto significativo en la concentración de biomasa. Esta 
tendencia también se evidenció en los ensayos de la cepa control evaluada a las mismas 
condiciones. 
 













Diagrama de Pareto Estandarizada para Biomasa


























Diagrama de Pareto Estandarizada para Biomasa
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La descripción gráfica de los efectos (Figura 4-11 y Figura 4-12) permite observar la 
mayor influencia de la concentración de sustrato sobre la concentración de etanol; y de la 
temperatura sobre la generación de biomasa para las cepas nativas evaluadas. La 
interacción más representativa estadísticamente sobre la concentración de etanol para la 
cepa 206-9 fue CC siendo negativa. En la Figura 4-11a, se observa que la concentración 
de sustrato para la cepa 119-3 tuvo un efecto positivo sobre la concentración de etanol y 




Figura 4-11. Efectos de las variables de estudio sobre la concentración de (a) etanol y (b) 




Figura 4-12. Efectos de las variables de estudio sobre la concentración de (a) etanol y (b) 
biomasa en la fermentación de mieles de caña de azúcar con la cepa 119-3 
 
De acuerdo con los resultados experimentales, la máxima concentración de etanol para 
la cepa 206-9 fue de 74,7 g/L, alcanzada a una concentración de ART de 206,7 g/L, un 
valor de pH de 5 y una temperatura de 40°C. Estas condiciones fueron diferentes a la 
máxima concentración de biomasa que para este caso fue de 7,6 g/L, alcanzada a una 
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el caso de la cepa 119-3, la máxima concentración de etanol fue de 80,5 g/L, alcanzada a 
una concentración de ART de 220 g/L, un valor de pH de 5 y una temperatura de 34°C. 
Las condiciones a la máxima concentración de biomasa de 7,8 g/L fueron: 150 g/L de 
ART, pH de 5 y 30°C. La Tabla 4-7 corresponde al modelo de segundo orden que se 
ajustó a los datos experimentales para las dos cepas nativas. 
 
Tabla 4-7. Ecuaciones de mejor ajuste para la respuesta a concentración de etanol y 
biomasa de la cepa de levadura nativa 206-9 y119-3 
Cepa 206-9 Cepa 119-3 










        
-262,72  11,70  -28,66  -1,93  
+6,44 *A +2,22 *A -0,52 *A +4,36 *A 
+36,76 *B -11,58 *B -73,92 *B -18,95 *B 
+1,18 *C -0,14 *C +2,62 *C -0,24 *C 
+0,31 *A*B -0,04 *A*B +0,30 *A*B -0,04 *A*B 
-0,005 *A*C +0,004 *A*C -0,005 *A*C +0,003 *A*C 
+0,014 *B*C -0,006 *B*C +0,078 *B*C +0,008 *B*C 
-0,092 *A2 -0,04 *A2 +0,003 *A2 -0,07 *A2 
-5,67 *B2 +2,12 *B2 +5,56 *B2 +2,17 *B2 
-0,002 *C2 0,0001 *C2 -0,007 *C2 0,0003 *C2 




Figura 4-13. Diagrama de contorno del efecto de la concentración de sustrato y la 
temperatura sobre la concentración de etanol de las cepas: 206-9 (a), y 119-3 (b), pH 4.4 
 
La capacidad de predicción del modelo experimental que maximiza la concentración de 
etanol para cada cepa fue evaluada a 32°C; pH 4 y 206 g/L de ART. Los ensayos fueron 
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realizados por duplicado. En procesos fermentativos a nivel industrial que emplean 
melaza o jugos de caña, valores de pH cercanos a 4 son comunes debido a la necesidad 
de evitar la contaminación bacteriana (Echegaray et al., 2000; Mariscal, 2011) 
adicionalmente el efecto del pH no fue significativo sobre la concentración de etanol para 
las tres cepas. El valor de la temperatura se fijo en 32°C, valor promedio para una 




Figura 4-14. Cinética de producción de etanol, consumo de ART y producción de 
biomasa durante la fermentación de cepa de referencia 
 
Figura 4-15. Consumo de ART, producción de etanol y biomasa durante la fermentación 
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.  
Figura 4-16. Consumo de ART, producción de etanol y biomasa durante la fermentación 
de cepa nativa 119-3 
Los rendimientos experimentales producto/sustrato (Yp/s), biomasa/sustrato (Yx/s) y el 
porcentaje de rendimiento obtenido para las tres cepas evaluadas a 32°C; pH 4; y 206 
g/L de sustrato se observan en la Tabla 4-8. La concentración de etanol obtenida para la 
cepa de referencia fue de 71,2 g/L. La desviación promedio obtenida entre el ensayo y la 
prevista por el modelo fue de 0,45%. Este valor es aceptable para el modelo desarrollado 
a partir de los datos experimentales. En el caso de la cepa 206-9, la concentración de 
etanol fue de 71,7 g/L. La desviación promedio obtenida entre el ensayo y la prevista por 
el modelo fue de 0,2%. Para la cepa 119-3, la concentración de etanol fue de 72,2 g/L; la 
desviación promedio obtenida entre el ensayo y la prevista por el modelo fue de 5%. 
 
 
Tabla 4-8. Rendimiento Yp/s, Yx/s , y % de eficiencia a 32°C; pH 4; y 206 g/L de sustrato 













206-9 71,7 0,36 71% 12,1 0,06 
119-3 72,2 0,35 70% 12,6 0,06 
A 71,2 0,36 70% 12,7 0,06 
 
 
A escala industrial  Mukhtar y colaboradores reportaron producción de etanol de 8,7% v/v 
para la cepa control con una eficiencia de 96% en la fermentación de melaza de caña de 
azúcar y concentración celular de 4 x108 UFC/mL (Mukhta et al., 2010). La baja eficiencia 
tanto de la cepa comercial como de las cepas nativas pudo deberse a múltiples factores, 
entre ellos: 1) la concentración de biomasa inicial empleada, 2) la condición de agitación 
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eficiente con el sustrato y 3) tiempos largos en la fase exponencial durante la 
fermentación. Las anteriores suposiciones se pueden inferir del análisis comparativo de 
las cinéticas de producción de las tres cepas con una fase exponencial de 6 horas y la 
diferencia en la agitación mecánica a la que es sometida a escala industrial. 
 
La fermentación por lotes utilizado en el presente trabajo tiene algunas limitaciones, 
principalmente relacionadas con altas concentraciones de azúcares reductores y 
rendimiento de etanol. Para superar estas dificultades, a menudo se ha empleado la 
técnica de alimentación por lotes (fed-batch) con reciclo de levadura, este proceso es 
también conocido como proceso Melle-Boinot (Ccopa et al., 2013). Por otro lado, la 
producción de etanol en el Valle del Cauca se realiza mediante la fermentación de 
subproductos de la industria azucarera tales como melazas, miel B y vinazas en un 
proceso continuo usando levaduras comerciales de la especie S. pombe sin reciclo, 
proceso conocido como Hiferm-Gr (Mora et al., 2009) así mismo, como parte de las 
estrategias para optimización de recursos energéticos las destilerías han enfocado sus 
esfuerzos en la conservación de los recursos naturales es por esto que han modificado la 
preparación del medio para reproducción de levadura, utilizando condensados de 
proceso de evaporación de vinaza en lugar de agua industrial. Por lo anterior, se 
evaluará en la siguiente sección el potencial de las levaduras nativas 206-9 y 119-3 para 
tolerar concentraciones de vinaza hasta 60 %p/p y la viabilidad celular en el reciclo de 
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4.3. Evaluación de la tolerancia a vinaza y recirculación 
de biomasa en la fermentación alcohólica para las cepas 
nativas 206-9 y 119-3 
 
4.3.1. Evaluación de la tolerancia a vinaza de las cepas nativas 
206-9 y 119-3 
 
En esta sección, se evaluó el efecto de la concentración de vinaza (20%, 40% y 60% p/p) 
frente a la producción de etanol y ácido acético de las cepas de levaduras nativas. La 
fermentación se llevó a cabo a una concentración de sustrato de 206 g/L, pH de 4 y 
temperatura de 32°C por 24 horas. Al medio de control no se le adicionó vinaza. Se 
muestran de  la Figura 4-17 a Figura 4-19  el efecto de la concentración de vinaza sobre 
la concentración de etanol, ácido acético y concentración de AR de las cepas nativas y 
de referencia usando miel de caña y vinaza como sustrato.  
 
 
Figura 4-17. Influencia de la vinaza sobre la concentración de etanol de las cepas nativas 
y de referencia usando miel de caña y vinaza como sustrato a 206 g/L, pH de 4 y 
















Vinaza (% p/p) 
A 206-9 119-3
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Figura 4-18. Influencia de la vinaza sobre la concentración de azúcares residuales (g/L) 
de las cepas nativas y de referencia usando miel de caña y vinaza como sustrato a 206 
g/L, pH de 4 y temperatura de 32°C luego 24 horas 
 
Figura 4-19. Influencia de la vinaza sobre la concentración de ácido acético de las cepas 
nativas y de referencia usando miel de caña y vinaza como sustrato a 206 g/L, pH de 4 y 
temperatura de 32°C luego 24 horas. 
La concentración de ácido acético reportada en la Figura 4-19 corresponde a la 
diferencia entre la concentración generada durante la fermentación y la concentración 
inicial del medio a las diferentes concentraciones de vinaza evaluadas.   
En la Figura 4-19, se observa la influencia de la concentración de vinaza inicial sobre la 
producción de etanol luego del proceso de fermentación, evidenciándose un 
comportamiento similar para las tres cepas evaluadas es decir una disminución en la 
concentración de alcohol a medida que aumenta el porcentaje de vinaza. La cepa 206-9 
disminuyó un 5% la concentración de etanol a 60 %p/p de vinaza inicial comparado con 
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concentración de etanol a 60 %p/p de vinaza inicial comparado con el valor sin adición de 
vinaza al medio. En general, los componentes del medio de fermentación ejercieron un 
efecto negativo en la producción de etanol por lotes para las dos cepas nativas 
evaluadas. Este mismo efecto se evidenció para la cepa de referencia, validando su uso 
en procesos por lotes sin recirculación de vinaza (Mukherjee et al., 2014). Las cepas de 
levadura adaptadas a un medio de fermentación que contiene miel y vinaza (50%) 
mantienen una concentración estable de etanol y consumo de sustrato superiores a 90% 
(Daza Merchán, 2011; Vásquez et al., 2009).  Vásquez y colaboradores, evaluaron el 
efecto de dos sustratos: miel B con un contenido de azúcares fermentables de 12 %p/v y 
una mezcla de miel B con vinaza (50 %p/p) sobre la producción de etanol para cuatro 
cepas de levaduras nativas aisladas en las destilerías de los Ingenios Mayagüez S.A. y 
Providencia S.A. encontrando una disminución en la concentración de etanol entre 0,5% 
a 37% en comparación con la fermentación realizada en miel B sin vinaza. Así mismo, las 
diferentes cepas mostraron una disminución del 50% en la velocidad de formación de 
etanol de las levaduras nativas usando miel B con vinaza (50 %p/p) en comparación con 
la productividad observada usando miel B sola en las fermentaciones al finalizar un 
periodo de 12 horas de fermentación (Vásquez et al., 2009).   
 
La presencia de vinaza, además de inhibir la producción de etanol, también inhibe el 
consumo de los azúcares, como se puede observar en la Figura 4-18. La cepa de 
referencia alcanzó un consumo de azúcares de 96% del total de los azúcares presentes 
en el medio, sin embargo en presencia de vinaza este consumo sólo alcanzó niveles de 
86% máximo. La cepa nativa 119-3 presentó una producción de etanol similar a la 
levadura de referencia aunque la concentración de AR fue menor que la levadura 
comercial. Navarro y colaboradores, interpretaron este comportamiento en términos de 
un incremento en las necesidades de energía para el mantenimiento de las células en 
condiciones hipertónicas y un aumento en la producción de glicerol que funciona como 
un osmoregulador no tóxico. (Navarro, Sepu, & Rubio, 2000a). 
 
El ácido acético presente en la vinaza puede afectar el metabolismo fermentativo de las 
levaduras y por ende disminuir la producción de alcohol. Su influencia ha sido estudiada 
por varios autores por el efecto que tiene sobre la morfología de la levadura encontrando 
cambios en la forma de la célula en algunos casos células alargadas irregulares o 
“cabeza de conejo” atribuido a la presencia de ácido acético en el medio. Adicionalmente, 
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la producción de glicerol aumenta con la concentración de vinaza debido a las 
condiciones hipertónicas del medio (Navarro et al, 2000). En la Figura 4-19, se observa 
que la concentración de ácido acético para la cepa de referencia aumentó 30% al 
incrementar el porcentaje de vinaza a 60 %p/p, en el caso de las cepas nativas 119-3 y 
206-9 el aumento fue de 33 y 46% respectivamente. Mukhtar et al. realizaron un estudio 
comparativo entre una cepa comercial nativa Pakistaní y la cepa Ethanol Red para la 
producción de etanol a escala industrial y encontraron que la cepa nativa produjo 19% 
más ácido acético a pesar de lograr los mismos rendimientos en la producción de etanol 
con una concentración de 900 mg/L (Mukhtar et al., 2010).  
     
En términos de eficiencia, la cepa nativa que presentó un mayor aprovechamiento de los 
azúcares presentes en el medio fue 206-9, a pesar de la disminución en un 2% de la 
eficiencia cuando esta cepa fue expuesta a concentraciones de vinaza de 60 % p/p 
(Tabla 4-9). 
 
Tabla 4-9. Rendimiento de etanol (Yp/s) y Eficiencia (%) a diferentes concentraciones de 
vinaza 




Rendimiento Yp/s Eficiencia (%) 
A 206-9 119-3 A 206-9 119-3 
0 0,38 0,40 0,39 75 78 75 
20 0,35 0,38 0,35 68 75 68 
40 0,37 0,38 0,35 72 75 69 
60 0,36 0,39 0,34 71 76 66 
 
En términos generales, se puede observar que la presencia de vinaza, afecta el consumo 
de azúcares, lo cual se traduce en disminución de la eficiencia de fermentación 
alcanzando niveles de disminución entre 2 a 9%. Bajo estas condiciones de inhibición 
fermentativa la cepa nativa 119-3 presentó mayor sensibilidad comparado con la cepa 
nativa 206-9.  
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4.3.2. Evaluación de la recirculación de biomasa en la 
fermentación alcohólica empleando las cepas nativas 206-9 y 
119-3 
 
En el proceso de producción Melle Boinot empleado por la mayoría de las plantas de 
etanol de caña de azúcar en Brasil entre el 90 al 95% de las células son recicladas por 
centrifugación esto permite alta densidad celular durante la fermentación y no requiere 
una propagación de levadura intensiva antes de cada ciclo de fermentación (Della-Bianca 
et al., 2013). Con el fin de determinar la influencia de la recirculación de biomasa en la 
producción de etanol y su efecto en la viabilidad celular de las cepas nativas 119-3 y 206-
9 para este tipo de proceso, se separó la levadura del vino por centrifugación. La crema 
de levadura resultante se trató luego con ácido diluido y fue usada nuevamente en la 
fermentación.  Los resultados de los ensayos realizados se resumen en la Tabla 4-10:   
Tabla 4-10. Influencia de la recirculación de biomasa en la producción de etanol y 
viabilidad celular 
Cepa Ciclo Viabilidad 
celular (%) 
Concentración 
de etanol (g/L) 
Rendimiento 
Yp/s 
206-9 1 95 76,24 0,37 
 2 97 76,12 0,37 
 3 92 74,88 0,36 
 4 99 76,03 0,37 
119-3 1 87 73,47 0,36 
 2 88 72,83 0,35 
 3 91 73,37 0,36 
 4 82 71,79 0,35 
A 1 97 82,74 0,40 
 2 92 82,38 0,40 
 3 94 81,72 0,40 
 4 99 80,91 0,39 
 
Como se observa en la ¡Error! No se encuentra el origen de la referencia., la 
oncentración promedio de etanol para la cepa 206-9 y 119-3 fue de 75,82 ±0,55 g/L y 
72,87 ±0,67 g/L respectivamente, con una viabilidad celular promedio de 95,75 ±2,59 % y 
87±3,24  %. El rendimiento de alcohol calculado con base en la concentración de 
azúcares reductores totales presentó un valor inferior de 0,35 g etanol/g de miel de caña 
para la cepa 119-3 y superior de 0,37 g etanol/g de miel de caña para la cepa 206-9 al 
final del ciclo 4. Aunque el rendimiento de etanol fue similar para las dos cepas nativas la 
viabilidad celular de la cepa 119-3 fue 9± 3% menor comparada con la cepa 206-9. 
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Respecto a la cepa de referencia la viabilidad celular presento un comportamiento similar 
y una eficiencia 8% superior con relación a la cepa 206-9, luego de 4 ciclos de 
fermentación. El mantenimiento de una alta fracción de células de levadura viables a 
través de los ciclos de fermentación es un requisito previo para llevar a cabo una serie de 
ciclos de fermentación de larga duración. Pereira et al., estudiaron un sistema de 
fermentación VHG usando una cepa industrial PE-2 durante 15 ciclos consecutivos de 
fermentación con una concentración inicial de azúcar entre 324 a 343 g glucosa/L, la 
viabilidad celular disminuyo 27% al final del ciclo 5 con una concentración de etanol de 
135 g/L, con lo cual se evidenció como altos niveles de etanol acumuladas al final de 
cada ciclo de fermentación pueden disminuir la viabilidad celular (Pereira et al. 2012). 
 
El reciclaje de levadura puede ser benefico desde el punto de vista de producción, sin 
embargo la levadura reciclada puede cambiar su metabolismo a través del tiempo 
afectando significativamente el perfil de fermentación de una planta. Una reducción de la 
viabilidad de más del 25% para un proceso por lotes con reciclo de levadura y eficiencias 
menores al 85% indican que la calidad de la levadura no se mantuvo durante un periodo 
significativo de tiempo tanto genéticamente como microbiológicamente (Basso et al., 
2010). Teniendo en cuenta lo anterior, el número de ciclos evaluados en este trabajo 
permitió estimar el efecto en la viabilidad celular y la concentración de etanol en un 
proceso por lotes con reciclo de levadura para las cepas nativas 206-9 y 119-3, 
encontrando que la cepa 119-3 no es apta para este tipo de proceso.     
En términos generales, el desempeño metabólico exhibido por la levadura nativa 206-9, 
permite resaltar su potencial de utilización a escala piloto, en procesos fermentativos que 
utilicen como sustrato miel de caña y la hace candidata a posteriores procesos de 
mejoramiento genético que conlleven a minimizar la inhibición que ejerce la vinaza y el 
reciclo de levadura sobre su metabolismo, y de esta manera hacerlas competitivas frente 





Las pruebas de tolerancia a etanol, temperatura y eficiencia de fermentación, permitieron 
seleccionar las dos cepas nativas, 119-3 y 206-9, como microorganismos potenciales 
para la producción de etanol industrial a partir de miel de caña, al no ver afectado su 
crecimiento a temperaturas superiores de los 35°C, concentraciones de etanol hasta del 
12 %v/v, ni su eficiencia de fermentación al emplear una concentración inicial de ART de 
220 g/L.  
De las tres variables experimentales seleccionadas para evaluar la eficiencia 
fermentativa de las cepas nativas 119-3 y 206-9 sólo la concentración de sustrato tuvo un 
efecto significativo positivo. La temperatura y el pH no presentaron efectos significativos 
en el intervalo evaluado. 
La mayor concentración de etanol para la cepa 206-9 fue de 74,7 g/L a unas condiciones 
de fermentación de 40°C, pH de 5 y concentración inicial de ART de 206,7 g/L.  
La cepa 119-3 presentó la mayor concentración de etanol de 80,5 g/L a condiciones 
experimentales de 40°C, pH de 5 y concentración inicial de ART de 220 g/L. 
Al incrementar la concentración de vinaza en la fermentación alcohólica se observó una 
reducción en la eficiencia de fermentación de 9 ± 0,03 % para la cepa 119-3 mientras que 
para la cepa 206-9 fue de 2 ± 0,01 %. 
Al realizar cuatro ciclos de recirculación de biomasa la pérdida de viabilidad celular de la 
cepa 119-3 fue 9 ± 3 % menor comparada con la cepa 206-9. A pesar de lo anterior, la 
concentración de etanol no se vio afectada de forma significativa en cada uno de los 









Estudiar el efecto de diferentes concentraciones de vinaza sobre la eficiencia 
fermentativa de las cepas nativas floculantes 110-6, 209-2, 204-2, 212-2 y 121-2 y 
seleccionar la cepa nativa con mayor potencial para una evaluación posterior de 
diferentes parámetros del proceso de fermentación como temperatura, concentración de 
ART y pH.   
Determinar el contenido de trehalosa intracelular de la cepa 206-9 debido a su 
importancia como osmoprotector durante las diferentes condiciones adversas de la  
fermentación alcohólica.  
Determinar la concentración de los diferentes ácidos orgánicos y alcoholes superiores 
fácilmente aprovechables en procesos posteriores a la fermentación de la cepa nativa 
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A. Anexo: Técnicas empleadas en el 
desarrollo del proyecto 
 
A.1 Medio de cultivo YM para la activación y producción del inóculo.  
 
Composición de Medio  
Glucosa   50 g/L  
Extracto de malta  3g/L 
Extracto de levadura  3g/L 
Peptona   5 g/L 
KH2PO4   0,4g/L 
NH4Cl   1g /L 
Los anteriores compuestos se disuelven en agua desmineralizada. Se esteriliza durante 
15 minutos a 121°C. 
Nota: La cepa comercial de referencia liofilizada se reconstituye y acondiciona en caldo.  
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A.2  Curva de calibración para azúcares reductores por método DNS 
Inicialmente, se realiza una curva patrón de sacarosa preparando una solución de 6g/L. A 
partir de esta solución se preparan diferentes concentraciones para obtener la curva 
patrón. Posteriormente, se toma 2ml de cada una de las concentraciones y se adiciona 
2ml de HCl al 19% v/v. Se agitan los tubos con vortéx y se calienta a 92°C durante 10 
minutos. La reacción se detiene en hielo. Posteriormente, se adiciona gotas de 
fenolftaleína a  cada una de las muestras, luego NaOH al 25% p/p hasta obtener un tono 
ligeramente rosado. Posteriormente se adiciona HCl al 5% v/v y se agita nuevamente en 
vortex. 
A partir de cada una de las soluciones hidrolizadas de sacarosa y en tubos protegidos 
por la luz, se procede con el siguiente protocolo: 
- Se toman 0,25 ml de la solución hidrolizada de sacarosa y 0,25 ml del blanco y se 
le adiciona a cada uno de los tubos 0,25 ml del reactivo DNS. 
- Agitar los tubos en vórtex. 
- Llevar a ebullición a 92°C durante 5 minutos. 
- Adicionar 2,5 ml de agua destilada a cada uno de los tubos. 
- Realizar determinaciones de absorbancia a 540 nm ajustando el 0 de absorbancia 
con el blanco de la prueba. 
 
A.3. Preparación de las muestras de miel diluida y mosto luego de fermentación para 
determinación de azúcares reductores totales (ART) y azúcares residuales (AR). 
Para la determinación de los grados Brix de la miel diluida se utilizó un refractómetro 
digital manual de bolsillo PAL-1 ATAGO. De acuerdo a la lectura se verifico el contenido 
de ART diluyendo en agua desmineralizada la muestra según el factor que se indica en la 
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Preparación de las muestras de miel diluida 
Tabla A.3- 1: Preparación de las muestras de miel diluida 
Concentración de 
azúcar en °Brix 
Concentración 
de azúcar g/L 
Factor de dilución para 
determinación por el método de 
DNS 
7 80 20 
12 115 30 
13,7 150 135 
17,5 185 135 
21 220 200 
Para cuantificar los AR luego de la fermentación, previamente la muestra es centrifugada 
a 8500rpm a 8°C durante 5 minutos y luego se usa un factor de dilución de 20 para 
emplear la técnica de DNS.  
 
A.4 Curvas de calibración para los métodos analíticos  




y = 0,1813x + 0,0108 
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A.4.2 Curva de calibración cuantificación de etanol para la columna Aminex HPX-87H 
Patrón: Etanol grado analítico.  
Concentración de los patrones de 5 a 50 g/L 
Fase móvil: Ácido sulfúrico 0.005 N a una velocidad de flujo de 0.6 mL/min, la 
temperatura de la columna se fijó a 65°C 
Tiempo de corrida: 30 minutos 
Inyección: 20 μl 
La elución fue analizada con un detector de índice de refracción (Shimadzu RID-10A). 
 
A.4.3.Curva de calibración de ácido acético para la columna Aminex HPX-87H 
Patrones: Ácido acético.  
Concentración de los patrones de 2 a 12 mg/ml 
Fase móvil: Ácido sulfúrico 0.005 N a una velocidad de flujo de 0.6 mL/min, la 
temperatura de la columna se fijó a 65°C 
Tiempo de corrida: 30 minutos 
Inyección: 20 μl 
La elución fue analizada con un detector de índice de refracción (Shimadzu RID-10A). 
y = 1E-06x + 0,1041 































y = 1E-06x + 0,1548 



























B. Anexo: Métodos caracterización 
de mieles 
B.1. Sólidos Totales.  
B.1.1. Materiales y equipos. 
Recipiente de vidrio tipo Beaker de 100 mL 
Frasco volumétrico de 100 mL 
Pipeta de vidrio de 10 mL  
Caja de Petri  
Varilla de vidrio 
Balanza digital 
Horno de aire caliente 





Solución de HCl  
 
B.1.3. Procedimiento.  
 
Preparación de la arena.  
-Pesar arena pura de cuarzo a través de mallas de 1000 micrones y 500 micrones. 
Colecte la arena de tamaño entre 1000 y 500 micrones en un recipiente de vidrio tipo 
Beaker. 
-Adicione HCl concentrado hasta cubrir el nivel de la arena. Manténgalo por 30 minutos 
con agitación ocasional. Remueve el HCl y adicione HCl fresco. Déjelo en reposo por 30 
 
minutos. Decante el HCl y lave la arena varias veces con agua hasta que el último lavado 
esté libre de ácido.  
-Seque la arena en horno de aire caliente y calcínela a 550 oC por 3 horas. Enfríela y 
presérvela en un fresco bien tapado.  
 
Factor de dilución y preparación de la muestra. 
-Pese con precisión un frasco volumétrico de 100 mL vacío con su tapa (W).  
-En un recipiente de vidrio tipo Beaker de 100 mL, pese con precisión aproximadamente 
50 g de material de entrada y transfiéralos con varias porciones de agua destilaa al 
frasco volumétrico de 100 mL pre-pesado. Diluya hasta la marca con agua. 
-Coloque la tapa. 
-Pese este frasco volumétrico de 100 mL (W1) 
-W1 – W da el peso del material más el agua (W2). 
-W2/50 (peso del material tomado) dada una dilución w/w del material. Este factor de 
dilución (DF) es usado para calcular los sólidos totales del material de entrada. 
 
Secado del material de entrada.  
-Tome una caja de Petri. Adiciónele aproximadamente 35 g de arena preparada y pese 
con precisión (W3).  
-Agite bien, la muestra diluida del material. Tome con una pipeta, 6.5 mL de esta y 
adiciónela a la caja de Petri pre-pesada con la arena. Para un pesado rápido deje la caja 
de Petri sobre la balanza adicione la muestra y pésela tan pronto termine de adicionarla 
W4). 
-Seque la caja en el horno a 65-68 oC al menos por 16 horas. Transfiera la caja al horno 
al vacío, manténgala a 65 oC y séquela por al menos 8 horas a 24.5 kPa (0.25 kg/cm2) de 
vacío.  
-Remueva la caja del horno al vacío, enfríela en desecador y pese (W5).  
Para determinar los sólidos totales del material se debe emplear la siguiente ecuación: 
 
𝑆ó𝑙𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑒𝑛 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑙, %𝑝/𝑝 =  
(𝑊5 − 𝑊3)
(𝑊4 − 𝑊3)
× 100 × 𝐷𝐹 
 
Cuando esta prueba es realizada por duplicado, la diferencia es de 0.4 % con relación al 
promedio. La reproducibilidad de los resultados es 3 % de los sólidos totales. 
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B.2. Gravedad especifica.  
B.2.1. Materiales y equipos. 
Probeta de 250 mL 
Recipiente de vidrio tipo Beaker de 250 mL 
Hidrómetro para gravedad específica de rango 1.100 a 1.200 y 1.200 a 1.300.  
Balanza analítica 
 
B.2.2. Procedimiento.  
 
-Pese 100 g del material original en un recipiente de vidrio tipo Beaker de 250 mL. 
-Adicione 100 mL (V) de agua destilada (con la probeta de 250 mL) a este y haga una 
solución homogénea. 
-Transfiérala completamente a la probeta de 250 mL.  
-Mida su volumen total (V1) en mililitros (mL) y su gravedad específica (G1) con el 
hidrómetro. Asegure que no haya burbujas de gas en la solución. Normalmente se 
observan burbujas de gas cuando el material es muy viscoso o muy fresco. Las lecturas 
del hidrómetro normalmente resultan infladas cuando se presenta este fenómeno. En 
estos casos agitar suavemente la solución con un agitador magnético durante 2 minutos, 
dejarla reposar por 2 minutos adicionales y medir la gravedad con el hidrómetro. 
-Calcule la gravedad específica del material original usando la ecuación: 
 
𝐺𝑟𝑎𝑣𝑒𝑑𝑎𝑑 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑙 𝑜𝑟𝑖𝑔𝑖𝑛𝑎𝑙 =  





V1 = Volumen total del material diluido 
G1 = Gravedad especifica del material diluido 
V = Volumen de agua adicionada (100 mL) 
G = Gravedad especifica del agua a 27.5 oC.  
 





B.3. Contenido de cenizas.  
B.3.1. Materiales y equipos. 





B.3.2. Procedimiento.  
 
-Incinerar el crisol en la mufla a 550 oC aproximadamente durante una hora. 
-Enfriar en atmósfera abierta hasta que la temperatura haya bajado aproximadamente a 
150 oC y posteriormente enfríelo en un desecador a temperatura ambiente.  
-Pese el crisol (W). 
-Coloque aproximadamente de 5 a 7 g de material en el crisol y péselos (W1). 
-Adicione de 4 a 5 gotas de aceite de oliva y caliente hasta que deje de formar burbujas o 
expandirse. 
-Coloque el crisol en la mufla e incinere a 525 oC durante 8 horas. 
-Antes de pesar enfrié el crisol con la ceniza de la misma forma descrita anteriormente y 
pese (W2). 
-Calcule el % de ceniza en el material con la siguiente ecuación: 
 






W = Peso del crisol vacío 
W1 = Peso del crisol con la muestra antes de la incineración 
W2 = Peso del crisol con la ceniza después de la incineración 
 
La diferencia entre dos resultados obtenidos bajo condiciones reproducibles no debe ser 
mayor de 1.5 % del contenido de ceniza total.  
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B.4. pH.  
B.4.1. Materiales y equipos. 
Recipiente de vidrio tipo Breaker de 500 mL 
Hidrómetro con rango de 30 a 40 oBrix 
Varilla de vidrio 
Potenciómetro calibrado 
 
B.4.2. Procedimiento.  
 
-Diluya 100 g de muestra del material a 40 oBrix con agua destilada y lea el valor de pH 
de la muestra diluida.  























B.5. Azúcares reductores totales.  
 
B.5.1. Materiales y equipos. 
 
Recipiente de vidrio tipo Beaker de 50 mL 
Frascos volumétricos de 250 mL 
Recipientes de vidrio tipo Erlenmeyer de 500 mL y 250 mL 
Pipetas de 25 mL, 10 mL y 5 mL 
Pipetas volumétricas de 50 mL y 25 mL 
Probeta de 50 mL 
Embudo 
Balanza analítica 
Plancha de calentamiento 




Solución estándar de Fehling reactivo A y B 
Solución de acetato de plomo, 10 %p/v (Solución de plomo) 
Solución de fosfato de sodio – oxalato de potasio (Solución desplomadora) 
Indicador de azul de metileno, 1 %p/v 
Solución de hidróxido de sodio, 6 N 
Indicador de fenolftaleína 
Ácido clorhídrico concentrado 
 
B.5.3. Procedimiento.  
 
-Pese 12.5 g de materia prima en un recipiente de vidrio tipo Beaker de 50 mL. 
-Transfiéralos a un frasco volumétrico con agua destilada. Adicione 25 mL de solución de 
acetato de plomo (solución de plomo). Diluya hasta el volumen y mezcle bien. 
-Filtre la solución en un recipiente de vidrio tipo Erlenmeyer seco. Deseche el precipitado. 
-Con una pipeta transfiera 50 mL del filtrado a otro frasco volumétrico de 250 mL. 
Adicione 10 mL e solución desplomadora. Diluya hasta 250 mL, mezcle bien y filtre. 
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-Coloque 125 mL del filtrado en un frasco volumétrico de 250 mL. Adicione 10 mL de 
ácido clorhídrico concentrado. Caliente y mantenga la temperatura a 69 oC por 5 minutos 
en un baño termostatado a 72 oC. Se recomienda colocar un termómetro en el frasco 
para monitorear la temperatura.  
-Remueva el frasco del baño termostatado y enfríe bajo la lleve hasta temperatura 
ambiente. Adicione algunas gotas de indicador de fenolftaleína y neutralice adicionando 
solución 6 N de hidróxido de sodio hasta lograr un débil color rosado. Elimine este color 
adicionando un poco de ácido clorhídrico 1 N. Enfríe a temperatura ambiente si es 
necesario y diluya hasta el volumen. Mezcle bien. Esta solución se llama solución 
invertida. 
-Llene la bureta de 50 mL con solución invertida. Esta es usada en la titulación con la 
solución de Fehling estándar.  
 
Titulación de la muestra.   
 
-En un recipiente de vidrio tipo Erlenmeyer de 500 mL coloque 5 mL de solución Fehling 
A y 5 mL de solución de Fehling B. Adicione 30 mL de agua y aproximadamente 15 mL 
de solución invertida de la bureta. 
-Caliente el recipiente en un plato de calentamiento y regule el calor de tal forma que la 
solución comience a hervir en 2 minutos. 
-Hierva suavemente por algunos segundos. Se desarrollará un color rojo brillante. 
Adicione 4 gotas de indicador al 1 % de azul de metileno y mantenga la condición de 
ebullición suave hasta que termina la titulación adicionando de 0.5 a 1 mL de solución 
invertida cada vez, a intervalos de 5 a 8 segundos. En el punto final el color cambia de 
azul a rojo brillante. Esta titulación da un valor aproximado. 
-Repita la titulación para lograr mayor precisión. Para esto, coloque 5 mL de solución 
Fehling A y 5 mL de solución Fehling B en un recipiente tipo Erlenmeyer, adicione 30 mL 
de agua y 15 mL de solución invertida. Hierva suavemente por 5 segundos. Adicione 3 
gotas de indicador. 
-Continue con ebullición moderada por algunos segundos y adicione lentamente casi 
toda la solución invertida hasta que falte menos de 1 mL para completar la titulación. 
-De aquí en adelante, complete la titulación en condición de ebullición moderada, 
adicionando solución invertida desde la bureta, inicialmente con incrementos de 0.1 a 0.2 
mL y finalmente gota a gota. 
 
-Repita la titulación al menos 3 a 4 veces y tome el promedio de 3 lecturas.  
-Calcule los azúcares reductores totales del material por peso con la siguiente ecuación:  
 
𝐴𝑧ú𝑐𝑎𝑟𝑒𝑠 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑟𝑒𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 % 𝑝/𝑝 =  
5.127




5.127 = Es una constante (factor de azúcar invertido, interpolado y derivado de IS-
1162:1958) 
F.F. = Es el factor de Fehling 





 ×  
50
250





La variación en los resultados es de 1 % de los azúcares reductores totales. La 
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B.6. Acidez volátil titulable (ácido acético y sales de acetato).  
 
B.6.1. Materiales y equipos. 
 
Equipo de destilación 
Condensador de doble pared 
Probeta de 250 mL 
Recipiente de vidrio tipo Erlenmeyer de 500 mL 
Bureta de 25 mL 
Recipiente de vidrio tipo Beaker de 100 mL 
Frasco volumétrico de 500 mL 
Pipeta de 5 mL 
Codo estándar de vidrio 
Embudo 
Pinzas 




Solución estándar de hidróxido de sodio, 0.1 N 
Solución estándar de ácido acético, 5000 ppm 
Indicador de fenolftaleína, 1 %p/p  
Ácido sulfúrico concentrado 
 
B.6.3. Procedimiento.  
 
-Pese 50 g de material en un recipiente de vidrio tipo Beaker de 100 mL. 
-Transfiéralos sin ninguna pérdida a un frasco volumétrico de 250 mL con porciones de 
agua destilada. Diluya hasta el volumen con agua destilada. Mezcle bien. 
-Coloque 50 mL de la solución de material diluido en un recipiente de vidrio tipo Beaker 
de 100 mL. Adiciónele 1 mL de ácido sulfúrico concentrado y mezcle bien utilizando una 
varilla de vidrio. Transfiriendo al equipo de destilación. Lave el Beaker con 5 a 10 mL de 
agua y adiciónelo al balón de destilación.  
 
-Llene con suficiente agua destilada la chaqueta externa, a través del brazo lateral del 
equipo de destilación. Asegure el ensamble al condensador y comience a calentar con un 
mechero Bunsen. 
-Mantenga agua en la chaqueta. Continúe hirviendo hasta que el vapor comience a salir 
por el brazo de desprendimiento lateral. Continúe hirviendo por otros dos minutos. 
-Cierre el brazo de desprendimiento lateral con un tapón de vidrio y asegúrelo con pinza. 
Ahora el vapor comenzará a entrar en la muestra y esta comenzará a hervir.  
-Continúe la destilación y colecte 100 mL del destilado en una probeta de 100 mL. 
-Transfiera todo el destilado a un recipiente de vidrio tipo Erlenmeyer de 500 mL y 
adicione 2 gotas de indicador de fenolftaleína. 
-Titule con solución de NaOH, 0.1 N.  
 
Estimación del factor de recuperación del equipo de destilación.  
 
-Prepare una solución estándar de 5000 ppm de ácido acético diluyendo 2.4 mL de ácido 
acético glacial (1.049 gravedad sp.) con agua destilada, en un frasco volumétrico de 500 
mL. Trate esta dilución como si fuera el material a analizar. 
-Coloque 50 mL de esta en un frasco volumétrico de 250 mL y diluya hasta el volumen 
con agua destilada. 
-Coloque 50 mL de esta solución diluida de ácido acético en el equipo de destilación y 
adicione 1 mL de ácido sulfúrico concentrado de la misma forma como se explicó 
anteriormente. Si se requiere enjuague las paredes del equipo con 10 mL e agua. 
-Asegure el frasco al condensador y destile 100 mL de destilado como se explicó 
anteriormente. 
-Transfiera el destilado a un recipiente de vidrio tipo Erlenmeyer y titule con NaOH 0.1 N 
usando fenolftaleína como indicador. Anote el volumen de titulación (A). 
-Coloque 50 mL de la solución diluida de ácido acético en un recipiente de vidrio tipo 
Erlenmeyer, adicione 2 gotas de indicador. Titule con NaOH 0.1 N (B).  
-Calcule el factor de recuperación: 
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-Use este factor para calcular la acidez volátil del material en ppm: 
 
𝐴𝑐𝑖𝑑𝑒𝑧 𝑣𝑜𝑙á𝑡𝑖𝑙 𝑒𝑛 𝑝𝑝𝑚 =  
𝑇𝑖𝑡𝑢𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 × 0.1 × 60000
𝐹. 𝑅.  × 𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑡𝑜𝑚𝑎𝑑𝑎 (100 𝑚𝐿)




0.1 = Normalidad del hidróxido de sodio 
60000 = Peso molecular del ácido acético en miligramos 
F.R. = Factor de recuperación del equipo de destilación 

























B.7. Contenido de amino nitrógeno libre  
 
B.7.1. Materiales y equipos. 
 
Bureta de 10 mL 
Pipeta de 25 mL 
Recipiente de vidrio tipo Beaker de 250 mL 
Frascos volumétricos de 100 mL y 200 mL 
Varilla de vidrio 
Papel filtro Whatman No. 1 
Balanza analítica 




Soluciones de hidróxido de sodio 1 N y 0.1 N 
Cloruro de bario (6.5 g/L) 
Ácido clorhídrico concentrado 
Formaldehído, 40 %v/v 
 
B.7.3. Procedimiento.  
 
-Pese 15 g de material en un recipiente de vidrio tipo Beaker de 50 mL sobre la balanza. 
-Transfiéralos a un frasco volumétrico de 100 mL con varias porciones de agua destilada. 
Complete el volumen hasta la marca utilizando agua destilada. 
-Transfiera todos los 100 mL de material diluido a un recipiente de vidrio tipo Beaker 
limpio de        200 mL. Ajuste el pH a 8 con una solución 1 N de hidróxido de sodio y 
adicione 10 mL de solución de cloruro de bario. 
-Espere 15 minutos y luego transfiera la solución a un frasco volumétrico de 200 mL. 
Complete el volumen con agua desionizada. 
-Agite la solución y filtre a través de un papel de filtro Whatman No. 1 
-Coloque 100 mL de solución filtrada en un recipiente de vidrio tipo Beaker de 200 mL y 
re-ajuste el pH a 8 con una solución de 1 N de hidróxido de sodio. 
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-Adicione 25 mL de solución de formaldehido neutralizado y titule con NaOH 0.1 N hasta 
un pH de 8. Utilice un potenciómetro para la titulación. 
-Anote la lectura de la titulación del NaOH. 
-La solución de formaldrhído debe ser neutralizada con una solución de NaOH 0.1 N o 1 
N antes de usarla. Si se requiere una gran cantidad de NaOH de 0.1 N, el formaldehído 
puede ser neutralizado inicialmente con NaOH 1 N y luego cuando el pH se aproxime a 
8, puede ser posteriormente ajustado a 8 con NaOH 0.1 N. El formaldehído con el pH sin 
ajustar puede dar lecturas erróneas.  
-La relación básica usada para el cálculo es 1 mL de NaOH 0.1 N por 1.4 mg de 
nitrógeno. Para el cálculo del contenido de amino nitrógeno libre se emplea la siguiente 
ecuación: 
 
𝐴𝑚𝑖𝑛𝑜 𝑛𝑖𝑡𝑟ó𝑔𝑒𝑛𝑜 𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒, 𝑚𝑔/𝐿 =  
𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑁𝑎𝑂𝐻 0.1 𝑁 𝑡𝑖𝑡𝑢𝑙𝑎𝑛𝑡𝑒 × 1.4 × 1000






















C. Anexo: Ficha Técnica Cepa 
Ethanol Red
®
 Dry Alcohol Yeast
 
 
 
 
 
 
